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Einleitung  1 
1 Einleitung 
 
Das Wissen um die biologischen und biochemischen Grundlagen der körpereigenen Abwehr 
von Krankheitserregern ist essentieller Bestandteil einer jeden medizinischen Diagnostik, sei 
sie nun human- oder veterinärmedizinischer Natur. Der Forschung auf dem Gebiet der 
Immunologie kommt somit eine Relevanz zu, die sich bereits in den frühen Impfversuchen 
Edward Jenners und Louis Pasteurs abzeichnete [1, 2]. War man zu Zeiten der Begründer der 
immunologischen Wissenschaft noch auf ethisch höchst bedenkliche Versuche am Menschen 
angewiesen, konnte durch die Etablierung von Maus und Ratte als Modelltiere für die 
medizinische Wissenschaft eine Forschungsgrundlage geschaffen werden, die moralisch eher 
vertretbar war und nach dem Wissensstand der damaligen Zeit der Biologie des Menschen 
annähernd glich. Obschon die moderne medizinische Forschung deutliche Diskrepanzen in 
der Übertragbarkeit von zu beobachtenden Phänomenen im Nagermodell auf die Vorgänge im 
menschlichen Körper nachzuweisen vermochte [3-5], bleibt dieses Modell für die 
Generierung neuer Erkenntnisse auf dem Gebiet der Humanmedizin bestehen. 
Auch in der Veterinärmedizin bedient man sich fast ausschließlich der Modelltiere Maus und 
Ratte, obwohl grundlegende Erkenntnisse wie die Entdeckung und die Erforschung des 
Wesens der B-Zellen als Träger der humoralen Immunantwort aus dem Modelltier Huhn 
stammen. So bekam auch die Bezeichnung B-Zelle, nach ihrem Prägungsort im Huhn, der 
Bursa Fabricii, benannt (‚bursa derived’), erst später und durch Fehlen einer ähnlichen 
Struktur im Menschen ihr heutiges Synonym (‚bone marrow derived’) zugewiesen [6]. Trotz 
dieser wegweisenden Forschungserfolge im Modelltier Huhn ging man auch in der 
veterinärmedizinischen Forschung zu einer Verwendung von Nagetieren als Tiermodell über. 
Dies lässt sowohl durch die größere phylogenetische Nähe der Nagetiere als Mammalier zu 
unseren Haussäugetieren als auch durch ein Fehlen an Vogel-spezifischen Testmethoden und 
kreuzreagierenden Agenzien erklären. 
Warum sich aber gerade das Huhn als Modelltier für die Erforschung des Immunsystems aus 
veterinärmedizinischer Sicht anbietet, lässt sich wie folgt begründen. Zum einen bietet das 
Huhn gerade in Bezug auf Fragestellungen bezüglich der Entwicklung des Immunsystems 
während der Embryogenese den Vorteil, dass sich diese im Ei und somit leicht zugänglich 
vollzieht. Auch erlaubt das Vorliegen eines isolierten B-Zell-Organs wie der Bursa fabricii 
einen guten Zugang zu frühen B-Zell-Entwicklungsstadien. Abschließend nimmt das Huhn 
durch die Lokalisation der B-Zellreifung in einem Darmanhangsorgan eine Sonderstellung 
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gegenüber Mensch und Maus ein, die es allerdings mit der B-Zell Lymphopoese anderer 
Haussäugetiere teilt. Im Englischen werden diese Tierarten unter dem Sammelbegriff GALT 
Spezies, welches für ‚gut associated lymphoid tissue’ steht, geführt. Zu diesen zählen neben 
dem Kaninchen (B-Zellreifung in Appendix und Sacculus rotundus) [7] und den 
Wiederkäuern wie Rind und Schaf [8-10] auch das Schwein (Peyer’sche Platten als Ort der B-
Zellentwicklung) [11]. Somit stellt das Huhn ein ideales Modelltier für die Erforschung des 
B-Zell-Systems unserer Haussäugetiere dar. 
Wie bereits Erwähnung fand, stellt das Fehlen von Vogel-spezifischen Werkzeugen und 
Methoden und das vergleichsweise geringe Interesse an diesem Forschungsgebiet ein 
Hindernis dar, welchem es mittels Etablierung neuer und spezifischer Methoden für das Huhn 
zu begegnen gilt. So konnte zwar bereits die Bedeutung des Zytokins ‚B-Zell aktivierender 
Faktor der Tumornekrosefaktorfamilie’ (BAFF) für die Entwicklung und das Überleben von 
B-Zellen beim Huhn beschrieben werden [12-14], die zugrundeliegenden 
molekularbiologischen Vorgänge blieben allerdings noch weitgehend ungeklärt. Insbesondere 
die anti-apoptotischen Abläufe der BAFF-Wirkung sind beim Huhn kaum erforscht.  
Ziel dieser Arbeit war es somit zum einen, neue Werkzeuge für die Analyse der 
Auswirkungen einer BAFF-Stimulation auf B-Zellen beim Huhn zu etablieren. Zum anderen 
sollten mit Hilfe dieser Werkzeuge qualitative und quantitative Genexpressionsanalysen 
durchgeführt werden, um die anti-apoptotischen Abläufe bei der BAFF-Wirkung zu 
charakterisieren. Dieses sollte für B-Zellen in vivo wie auch in vitro geschehen.   
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Die Besonderheiten des Immunsystems der Hühner mit ihrem isolierten B-Zell-Organ, der 
Bursa fabricii, regen Immunologen seit bereits mehr als sechs Dekaden zu intensiver 
Forschungsarbeit an [6, 15-19]. An den ersten Versuchen der Arbeitsgruppe um Bruce Glick, 
welcher sich der Erforschung der Bursa fabricii widmete, wurde bereits die Bedeutung dieser 
aviären Enddarmausstülpung für das Immunsystem des Huhns deutlich. So stellte Timothy 
Chang, ein Student aus Glicks Labor, durch Zufall fest, dass bursektomierte Hühner nicht 
mehr in der Lage waren, Antikörper zu produzieren. Glick hatte einer Gruppe von Hühnern 
kurz nach dem Schlupf die Bursa entfernt und Chang hatte diese Hühner im Alter von 6 
Monaten zur Produktion von Antikörpern verwenden wollen. Fast alle Hühner starben und 
keines wies einen Antikörperspiegel gegen das injizierte Antigen auf. Glick schloss 
Validierungsversuche an, und der Grundstein für das bessere Verständnis der B-Zellfunktion 
nicht nur der Hühner war gelegt [19, 20].  
 
2.1 Die Entwicklung von Bursa fabricii und B-Zellen beim Huhn         
 
Seit der Erstbeschreibung durch Anatom und Namensgeber Girolamo Fabrici (1533–1619) in 
seinem Werk De Formatione Ovi et Pulli aus dem Jahr 1621 (posthum veröffentlicht) hat sich 
das Verständnis der aviären Bursa vom ‚Doppelsack im Bereich des Gesäßes’ zum Ort der 
ersten Beschreibung der B-Zellen stark gewandelt.  
So weiß man heute, dass sich die Bursa um den Embryonaltag 5 aus einer dorso-kaudalen 
Ausstülpung nahe der Kloake entwickelt [21, 22] und aus einem zentralen Lumen besteht, in 
welches sich die durch Proliferation des umgebenden Mesoderms entstandenen Plicae 
projizieren [23]. Die Wandfalten der Bursa enthalten bis zu 10000 Lymphknötchen, Folliculi 
lymphatici (s. Abb. 2.1), in welchen sich die Prägung und Proliferation der B-Lymphozyten 
vollzieht [24].  
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2.1.1 Präbursale B-Zell-Entwicklung 
 
Während sich bei Mensch und Maus lebenslang B-Zellen aus ihren Vorläuferzellen 
entwickeln können, findet diese Differenzierung bei Vögeln nur während eines kurzen 
Zeitraums, vom Schlupf bis zur Involution der Bursa zu Beginn der Geschlechtsreife, statt 
[25, 26]. In diesem Zeitraum müssen B-Zellen mit einer großen Vielfalt an B-Zell-Rezeptoren 
generiert werden, um auf die Vielzahl der existierenden Antigene reagieren zu können. Diese 
B-Zell-Rezeptoren bestehen, wie beim Menschen, aus schwerer und leichter Kette, welche 
wiederum aus verschiedenen Segmenten aufgebaut sind. Bei der leichten Kette sind dies ein 
variables (V) und ein Verbindungssegment (engl. ‚joining’ = J). Das Verbindungssegment 
verbindet den variablen mit dem konstanten Anteil (C) des B-Zell-Rezeptors. Die schwere 
Kette verfügt zudem noch über ein ‚diversity’ (D) Segment (s. Abb. 2.2). 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2.1 Lage und Struktur der 
Bursa fabricii 
  
Abbildung überarbeitet, 
entnommen aus: 
http://homepage2.nifty.com/cryomedic
ine/wdA_C.htm  
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Der erste Schritt der B-Zell-Entwicklung, die Rekombination der Immunglobulin Gene, 
vollzieht sich beim Huhn ab dem Embryonaltag 5-6 in Dottersack, Blut und Milz [27]. 
Verfügen Mensch und Maus über eine große Anzahl an verschiedenen Genen für das variable 
(V) und joining (J) Segment der leichten Kette bzw. auch das diversity (D) Segment der 
schweren Kette des B-Zell-Rezeptors, so findet sich im Hühnergenom jeweils nur ein Gen für 
jedes Segment [28, 29], lediglich für das diversity Segment der schweren Ketten verfügt das 
Erbgut des Huhns über mehrere, jedoch höchst strukturgleiche Gene [30]. Allerdings finden 
sich im Erbgut des Huhnes eine Reihe sogenannter ‚Pseudogene’ [28], auf deren Bedeutung 
später im Text noch eingegangen wird (s. Abb. 2.3).  
 
 
 
Abb. 2.3 Rekombination des 
Immunglobulin Locus beim Huhn 
in Dottersack, Milz und Blut 
 
V= variable; 
D= diversity; 
J = joining; 
C= constant; 
 
Segmente des B-Zell-Rezeptors   
 
Abb. 2.2 Aufbau des B-Zell-Rezeptors 
Jeder B-Zell-Rezeptor setzt sich aus einer 
schweren (schwarz) und einer leichten (grau) 
Kette zusammen. Diese Ketten bestehen 
wiederum aus konstanten (C) Regionen, die bei 
der leichten Kette von einer und bei der 
schweren Kette aus 3 Ig-Domänen (CH1-3) 
gebildet wird, und einem variablen (V) Anteil.  
Für die Antigenerkennung zuständig ist der 
variable Teil der schweren bzw. leichten Kette, 
welcher jeweils über ein Verbindungselement 
joining (J) und bei der schweren Kette auch 
über ein diversity (D) Segment verfügt. 
 
 
(V = variabel, C = konstant, L = leichte Kette, 
H = heavy/schwere Kette) 
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Um den Embryonaltag 15 ist diese Genrekombination komplett abgeschlossen [31, 32] und 
jede Hühner B-Zelle verfügt über einen nahezu identischen Immunglobulin Locus. B-Zellen, 
die über einen rekombinierten Immunglobulin Locus verfügen, wandern nun in die Bursa ein. 
Sie exprimieren zudem das Kohlenhydrat-Epitop sialyl Lewisx auf ihrer Oberfläche, welches 
sich ab Embryonaltag 10 in der Bursa nachweisen lässt [33]. Ein weiteres ab Embryonaltag 
10 in der Bursa nachweisbares Antigen ist der B-Zellmarker Bu-1 [34], mithilfe dessen sich 
B-Zellvorläufer (Bu-1+) von frühen T-Lymphozyten (Bu-1-) bereits ab dem Embryonaltag 6 
unterscheiden lassen.  
Trotz B-Zell spezifischer Marker erinnern diese großen Zellen zu diesem Zeitpunkt 
lichtmikroskopisch allerdings eher an mature Makrophagen als an B-Zellen und formieren 
sich nun zu den bereits beschriebenen Folliculi lymphatici in der Bursawand.  
 
2.1.2 B-Zell Reifung in der Bursa 
 
Ab Embryonaltag 10 erreichen die ersten B-Zellvorläufer die Bursa, ein Vorgang, der durch 
chemotaktische Faktoren ausgelöst wird [35] und sich durch die intravenöse Injektion von 
Fremd-Lymphozyten zu diesem Zeitpunkt negativ beeinflussen lässt [36]. Hierdurch wird die 
Bedeutung von Alloantigenen auf der B-Lymphozyten Oberfläche beim ‚Homing’ zur Bursa 
hin deutlich. Diese körpereigenen Antigene werden durch überschießende Reaktionen auf die 
Fremdlymphozyten ebenfalls angegriffen, und die B-Lymphozyten können nicht mehr in die 
Bursa einwandern. Interessanterweise lässt sich zu diesem Zeitpunkt noch keine bei anderen 
‚Graft vs Host’-Reaktionen beobachtete Splenomegalie induzieren. Diese findet sich erst bei 
nach Embryonaltag 10 injizierten Tieren.   
Nach Ankunft in der Bursa formieren sich die B-Zellvorläufer zu den sogenannten Folliculi 
lymphatici, deren Bedeutung auch durch die nun immer stärker werdende Vaskularisierung 
dieses Gewebes deutlich wird [37].  
Einen weiteren wichtigen Zeitpunkt in der bursalen B-Zell-Reifung stellt der Embryonaltag 
14 dar. Ab diesem Augenblick lassen sich die ersten B-Zellen mit Immunglobulin auf der 
Oberfläche (surface Ig=sIg) nachweisen [38, 39]. Nur Zellen mit funktionellem sIg beginnen 
zu proliferieren [40] und der Immunglobulin-Locus wird durch ‚gene conversion’ 
diversifiziert [28, 41, 42], wodurch das Antikörper-Repertoire des Huhns entsteht (s.Abb. 
2.4).   
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Abb. 2.4 ‚gene conversion’ im 
Immunglobulin Locus beim Huhn in 
der Bursa 
 
V= variable; 
D= diversity; 
J = joining; 
C= constant; 
 
Segmente des B-Zell-Rezeptors   
 
 
 
 
Mit ‚gene conversion’ wird der zuerst beim Vogel beschriebene Vorgang zur Erzeugung einer 
der Fülle an Antigenen angepassten Antikörper-Vielfalt bezeichnet. Wie bereits erwähnt, 
finden sich im Hühnergenom, anders als bei Maus und Mensch, nicht mehrere verschiedene 
Gene für die einzelnen Segmente des B-Zell-Rezeptors bzw. der Antikörper. Es findet sich 
jeweils nur ein Gen pro Segment, welches durch Genrekombination verbunden wird (s. 2.1.1). 
Somit müssten alle B-Zellen des Huhns den gleichen Rezeptor tragen. Dass dies nicht der 
Situtation in vivo entspricht, konnte durch Analyse von Milz-Lymphozyten-cDNA adulter 
Hühner gezeigt werden [29]. Es wurde zudem dargestellt, dass die im Vergleich zum 
ursprünglichen V-Segment aufgetretenen Nukleotidsubstitutionen Sequenzen in den 
sogenannten ‚Pseudogenen’, also 5’ von dem V-Segment gelegene und zu ihm homologe 
Bereiche, entsprachen. Pseudogene zeichnen sich durch das Fehlen sowohl einer Promoter-
Region als auch eines für die Oberflächenexpression notwendigen Leader-Exons aus [43]. 
Basierend auf diesen Beobachtungen wurde die ‚gene conversion’, das Transferieren von 
Pseudogenen in die rearrangierten V-Gene von leichter und schwerer Kette [44], als Methode 
der Immunglobulin-Diversifizierung beim Vogel postuliert. Später konnte gezeigt werden, 
dass die Auswahl der Pseudogene nicht willkürlich, sondern aufgrund ihrer Lage, Homologie 
und Orientierung zum rearrangierten V-Gen erfolgt [45]. 
Anzumerken ist, dass nicht nur Vögel den Mechanismus der „gene conversion“ nutzen, 
sondern auch Schaf, Rind, Schwein und Kaninchen ihre Antikörpervielfalt teilweise oder 
vollständig auf diese Art erzeugen [46]. Dabei dient in all diesen Spezies das sog. „gut 
associated lymphoid tissue“ (GALT) als primäres B-Zell Organ. Neben der Bursa beim Huhn 
sind das bei Schaf, Rind [8, 10] und Schwein [47] die Peyer´schen Platten [48, 49] und beim 
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Kaninchen der Blinddarm [50, 51], wobei diese Spezies im Gegensatz zum Huhn mehrere 
funktionelle V-Gene für die schwere und leichte Kette besitzen und somit „gene conversion“ 
nicht als alleiniger Mechanismus zur Diversifizierung dient. 
Der Embryonaltag 18 markiert den Beginn der Emigration von B-Zellen aus der Bursa ins 
Blut und darauf in die peripheren lymphatischen Organe. Dabei ist die Zahl der peripheren B-
Zellen zum Zeitpunkt des Schlupfes noch sehr gering. Bis zum Alter von 3 Wochen steigt die 
Emigrationsrate aus der Bursa jedoch auf 1% der peripheren B-Zellzahl pro Stunde an [52]. 
Zudem lassen sich ab diesem Zeitpunkt die ersten SE- (sheep erythrocytes) Antikörper in der 
Bursa nachweisen [53], welche auch ohne Stimulation durch dieses Antigen entstehen, und 
somit die These, dass sich spezifische Antigen-Erkennungsmuster in der Bursa in einer 
festgelegten Reihenfolge entwickeln, unterstreichen.  
Der Embryonaltag 21 entspricht dem Zeitpunkt des Schlupfes, Tag 1, und kennzeichnet 
neben dem Ende der Embryogenese auch den Beginn der Aufnahme von Antigen durch 
reverse peristaltische Reflexe in die Bursa [54, 55], ein Mechanismus, der maßgeblich an der 
Stimulation des aviären Immunsystems durch Antigen beteiligt ist. Ligiert man vor diesem 
Zeitpunkt den Verbindungsgang zwischen Bursa und Enddarm (bursal duct ligation = BDL) 
[56], so wird nach dem Schlupf kein Fremdantigen mehr von der Bursa aufgenommen und 
diese Hühner verfügen über geringere Mengen an natürlichen Serum-Agglutininen [57].  
Auch steigt nach dem Schlupf die Zahl apoptotischer Zellen in der Bursa dramatisch an [58]. 
So emigrieren lediglich etwa 5% der gebildeten B-Zellen in die Peripherie, die restlichen 
Zellen sterben in der Bursa [59]. Hierzu gehören alle Zellen, die während ihrer Entwicklung 
die Fähigkeit verloren haben, Immunglobuline auf ihrer Oberfläche zu exprimieren [60]. Wie 
durch retroviralen Gentransfer gezeigt werden konnte, ist die Expression eines trunkierten sIg 
ohne variablen Anteil ausreichend, um in der Embryonalzeit die Proliferation der Zellen zu 
induzieren. Zur Emigration aus der Bursa ist allerdings ein vollständiges Immunglobulin-
molekül notwendig. Zellen mit trunkiertem sIg wandern nicht in die Peripherie, sie werden in 
der Bursa durch Apoptose eliminiert [61].  
Welches Signal die Apoptose in der Bursa verursacht, weiß man bislang nicht. Da in 98% der 
„gene conversion“-Ereignisse der Leserahmen des Exons für den variablen Teil erhalten 
bleibt [62], kann ein nicht produktives „gene conversion“- Ereignis als Hauptursache 
allerdings ausgeschlossen werden. Interessanterweise scheint das Überleben der Zellen in der 
Bursa mit der Expression von chL12, einem Alloantigen von 38 – 40 kD, verknüpft zu sein, 
wobei sowohl in vivo als auch in vitro die Apoptose-resistenten Zellen unter den Zellen mit 
sehr hoher Expression von chL12 (chL12high) zu finden sind. Ob die Abnahme der chL12-
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Expression (chL12low/chL12-) jedoch Ursache oder Folge der Apoptose darstellt, ist nicht 
bekannt [63]. 
Bursale B-Zellen sterben nach Entnahme aus dem Gewebeverband innerhalb von kurzer Zeit, 
so dass nach 16 Stunden der in vitro Kultivierung von Lymphozyten aus der Bursa die 
Viabilität der Zellen unter 10% liegt [64]. Durch Bestimmung des DNA-Gehalts der Zellen 
lässt sich zeigen, dass bereits nach 8 Stunden mehr als 50% der Zellen Anzeichen von 
Apoptose aufweisen [60]. Die Überlebensrate der Zellen kann jedoch durch Zugabe des 
Phorbolesters Phorbol-Myristat-Acetat (PMA) um ein Vielfaches gesteigert werden [65]. 
Da bei in vitro Organkulturen von embryonalen Bursa-Anteilen das Überleben deutlich höher 
ist und sogar Proliferation und Differenzierung der B-Zellen nachgewiesen werden konnten 
[66, 67], scheinen Zell-Zell-Interaktionen bei der Vermittlung von Überlebenssignalen eine 
wichtige Rolle zu spielen. 
 
2.1.3 Involution der Bursa 
 
Bereits im Alter von 10-16 Wochen kommt es zu einer Reduktion des Gewichts der Bursa, 
die Mitoserate in diesem Organ nimmt deutlich ab, und es bilden sich mukoide Zysten [68]. 
Nach 6 Monaten lässt sich nur noch ein fibrotischer Rest ohne lymphoepitheliale Struktur 
nachweisen [69]. Auffällig ist, dass sich die Involution der Bursa bei männlichen Tieren 
schneller vollzieht [69, 70]. Eine Beobachtung, die sich auf die Expression von 
Sexualhormon-spezifischen Rezeptoren in der Bursa zurückführen lässt [71, 72] und somit 
auch in direkter Relation zur Legereife der Hühner steht. So konnte gezeigt werden, dass 
Hühner, die verspätet mit der Eiablage beginnen, über eine im Vergleich zu altersgleichen, 
bereits Eier legenden Hühnern noch juvenile Bursa verfügen [73].  
 
2.1.4 Postbursale B-Zell-Entwicklung 
 
Aus der Bursa emigrierende Lymphozyten erreichen über den Blutstrom die peripheren bzw. 
sekundären lymphatischen Organe, in denen sich weitere Entwicklungsschritte wie der 
Immunglobulin-Klassenwechsel vollziehen. Dieser Wechsel vom ursprünglich bei allen B-
Zellen gleichen IgM-Isotyp liefert beim Menschen schließlich fünf und beim Huhn drei 
unterschiedlichen Klassen (s. Abb. 2.5).  
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Beim Huhn findet sich ein IgG-Molekül, dass über keine flexible, sog. ‚hinge’, Region und 
eine längere schwere Kette als sein humanes Äquivalent verfügt und aufgrund seiner 
Andersartigkeit auch als IgY bezeichnet wird [74, 75]. Auch das IgA zeichnet sich durch eine 
längere schwere Kette aus [76-78]. Hühner IgM wird, wie IgM beim Menschen, von naiven 
B-Zellen [79, 80] exprimiert. IgE und IgD wurden beim Huhn noch nicht nachgewiesen. 
 
 
 
 
Bekannte Immunglobulin-Klassen des Huhns 
 
Die bisher beim Huhn charakterisierten 
Immunglobulinklassen: das IgG, welches über 
eine längere schwere Kette als beim Mensch 
verfügt, ebenfalls länger das IgA und das IgM 
der naiven B-Zellen.  
 
 
 
 
 
Dieser die unterschiedlichen Immunglobulin-Klassen hervorbringende Wechsel findet in den 
sogenannten germinalen Zentren statt [81]. Germinale Zentren entstehen durch die 
Proliferation von B-Lymphozyten nach Antigen-Kontakt und beim Mensch zumeist in Milz 
oder Lymphknoten [82, 83]. Hühner verfügen über keine Lymphknoten, die germinale 
Zentrums-Reaktion lässt sich allerdings in den peripher lymphatischen Organen Milz [84], 
Peyer’sche Platten [85], Caecaltonsille [86], dem Bronchus assoziierten lymphatischen 
Gewebe (engl.: BALT) [87] und der Harder’schen Drüse [88] nachweisen (s. Abb. 2.6). 
Abb. 2.5 Immunglobulin-Klassen des Menschen 
 
schwarz = schwere Kette 
grau = leichte Kette 
 
 
Die außer dem primären IgM (gelöst als Pentamer 
vorliegend) beim Menschen vorhandenen Ig-
Klassen: Im Serum am häufigsten vorkommend das 
IgG, das meist mukosal anzutreffende IgA, das im 
Zusammenhang mit allergischem Geschehen zu 
nennende IgE und das nur membrangebundene IgD.  
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Abb. 2.6  Hühnersitus zur Verdeutlichung der Lage peripher lymphatischer Organe 
Abbildung überarbeitet, entnommen aus: http://www.msstate.edu/dept/poultry/pub1276.htm 
 
Die Milz des Huhns ist wie beim Säugetier aus roter und weißer Pulpa zusammengesetzt und 
bildet sich, nach erster Besiedelung durch Lymphozyten-Vorläufer um den zehnten 
Embryonaltag, erst nach Schlupf und erstem Antigenkontakt zum lymphoiden Organ aus. Da 
immunogene Substanzen die Milz über die Blutzirkulation erreichen, richten sich die hier 
gebildeten Antikörper meist gegen Antigene aus dem Blut [89]. 
Peyer’sche Platten finden sich ab dem 10. Tag nach dem Schlupf [85], und es konnte gezeigt 
werden, dass auch Zellen, die in der Milz mit Antigen in Kontakt kommen, in den 
Peyer’schen Platten eine germinale Zentrums-Reaktion auslösen können [90]. 
Die Caecaltonsillen (CT) sind den zwei Zäka des Huhns im proximalen Bereich für 4-10 mm 
anliegende lymphatische Strukturen [91], welche über zwei Arten von germinalen Zentren 
verfügen [86]. Zum einen finden sich hier in der Tiefe liegende, ohne Kapsel, und zum 
anderen in Epithelnähe liegende und durch eine Kapsel vom umgebenden lymphoiden 
Gewebe abgetrennte Zentren. Die Entwicklung der Caecaltonsillen korreliert mit der ersten 
Aufnahme von Fremdantigen um den Zeitpunkt des Schlupfes [92]. 
Im Bronchus assoziierten lymphatischen Gewebe (BALT) können ab einem Alter von zwei 
Wochen die ersten germinalen Zentren nachgewiesen werden [87]. Zudem bilden sich ab 
diesem Zeitpunkt auch die für die Luftwege typischen Zilien auf dem vorher squamösen 
BALT-Epithel aus [87]. 
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Die Harder’sche Drüse schließlich ist eine zu den akzessorischen Tränendrüsen zählende, 
auf der Nickhaut gelegene Drüse, die in ihrem Stroma eine Ansammlung von Plasmazellen 
aufweist [93]. Diese gereiften B-Zellen geben Antikörper in die Tränenflüssigkeit ab [91], 
deren Konzentration sich durch die chirurgische Entfernung der Harder’schen Drüse stark 
erniedrigen lässt [94, 95].    
 
Eine wichtige Rolle spielen neben der Lokalisation der B-Zell-Entwicklung für diese auch das 
Vorhandensein von löslichen Faktoren [18]. So konnte, wie bereits für die Stromazellen des 
Knochenmarks der Säuger [96, 97], auch für jene der Bursa die Wichtigkeit von Zytokinen als 
Mediatoren von Wachstums- und Differenzierungssignalen gezeigt werden. Besonders zu 
nennen sei hier das Tripeptid Bursin [98], welches bereits bei der Ontogenese der Folliculi 
lymphatici in der Bursa eine große Rolle spielt [99]. Ebenfalls von entscheidender Bedeutung 
sind die Mitglieder der Tumornekrosefaktor Familie, eine nach dem Tumornekrosefaktor  
benannte Gruppe von Zytokinen. Hierzu gehören unter anderem der beim Säuger für den 
Isotyp-Klassenwechsel essentielle CD40-Ligand und der ‚B-Zell aktivierender Faktor der 
Tumornekrosefaktorfamilie’ (BAFF). Beide Zytokine sind auch beim Huhn beschrieben [14, 
100].  
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2.2 Der B-Zell aktivierende Faktor der Tumornekrosefaktor 
Familie (BAFF) 
 
Um die in jedem Lebewesen ablaufenden mannigfaltigen Wachstums- und Differenzierungs-
vorgänge der Körperzellen unter Kontrolle zu halten und zu regulieren, bedient sich die Natur 
unter anderem der Zytokine. Diese von Zellen gebildeten Proteine beeinflussen das Verhalten 
anderer Zellen über spezifische Rezeptoren, welche sich auf der Oberfläche ihrer Zielzellen 
befinden. Es lassen sich im Wesentlichen vier Hauptgruppen von Zytokinen unterscheiden: 
Die Interferone (IFN), deren Namen sich von ihrer beobachteten Wirkung, dem 
‚Interferieren’ bei viralen Infekten, ableitet [101], die von Leukozyten gebildeten 
Interleukine (IL), welche in der Reihenfolge ihrer Erstbeschreibung beziffert werden [102-
104], die Koloniestimulierenden Faktoren (CSF), von Erythrozyten und weißen 
Blutkörperchen gebildete Wachstumsfaktoren [105], und schließlich die 
Tumornekrosefaktoren (TNF). 
 
2.2.1 Die Tumornekrosefaktor-/Tumornekrosefaktor-Rezeptor Familie 
 
Bereits kurz nach seiner Erstbeschreibung wurde evident, dass der Tumornekrosefaktor  
[106], früher aufgrund seiner Wirkung als ‚Kachektin’ bezeichnet [107, 108], und das bereits 
zuvor charakterisierte Lymphotoxin [109] prototypisch für die Mitglieder einer Familie an 
Proteinen sind. Mit dem Fortschreiten der Entwicklung auf dem Gebiet der Molekularbiologie 
konnten immer mehr Mitglieder dieser Proteinfamilie nachgewiesen und ihre essentielle 
biologische Bedeutung gezeigt werden [110, 111]. Auch wurde neben den dem 
Tumornekrosefaktor ähnlichen Proteinen eine Gruppe von Oberflächenmolekülen 
nachgewiesen, die dem Rezeptor des Tumornekrosefaktors ähnlich sind und somit zur 
‚Tumornekrosefaktor-Rezeptor Familie’ zusammengefasst wurden (s. Abb. 2.7). Zum jetzigen 
Zeitpunkt zählt man 19 Mitglieder der Tumornekrosefaktor- und 29 Mitglieder der 
Tumornekrosefaktor-Rezeptor Familie [112], die eine Vielzahl an Funktionen innehaben. So 
sind Mitglieder der TNF-/TNF-Rezeptor Familie an der Regulation der Apoptose [113], der 
Initiation von Wachstums- und Differenzierungssignalen [114, 115], dem Ablauf der 
Immunantwort [116], der Organogenese [117] und dem Knochenstoffwechsel [118] beteiligt. 
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Abb. 2.7                           Die Vertreter der TNF-/TNF-Rezeptor Familie 
Die dem TNF verwandten Liganden sind schwarz, die extrazellulären Domänen ihrer Rezeptoren mit der 
genauen Menge an CRDs (cystein-rich domains) weiß dargestellt. Graue Vierecke entsprechen zytoplasmatisch 
gelegenen Death Domains.  
 
Allen Mitgliedern der TNF-Familie gleich ist das Vorkommen als Typ 2 Transmembran-
Protein, wobei die meisten auch in gelöster Form, als typische Zytokine, auftreten. Typ 2 
Transmembran-Proteine zeichnen sich durch eine carboxyterminale extrazytoplasmatische 
und eine aminoterminale intrazytoplasmatische Domäne, die durch eine Transmembran-
Domäne verbunden sind, aus. C-terminal tritt bei allen Liganden eine zum TNF homologe 
Domäne (THD- TNF homology domain) auf, die für die charakteristische ß-Faltblattstruktur 
verantwortlich ist [119]. Weiterhin gleich ist ihnen die Homotrimer-Struktur [120-122]. Für 
die Mitglieder der TNF-Rezeptor-Familie ist das Vorhandensein von ein bis sechs ‚cystein 
rich domains’ (CRDs) in ihrem extrazellulären Anteil typisch. CRDs sind aus bis zu 40 
Aminosäuren zusammengesetzt und werden über drei Cystein-Brücken stabilisiert [123]. Die 
sich distal der Membran befindenden CRDs fungieren als eine Art ‚pre-ligand binding 
assembly domain’ (PLAD) [111, 124], welche das sich Ausrichten der Liganden vor der 
Bindung an proximal der Membran gelegene CRDs ermöglicht. Desweiteren verfügen einige 
TNF-Rezeptoren über sogenannte ‚death domains’ und erlauben somit eine Einteilung der 
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Rezeptoren in Apoptose vermittelnde ‚Death Receptors’ und solche ohne death domain, die 
Überlebenssignale vermitteln [125].  
Zu den Mitgliedern der TNF-Familie wird, wie bereits erwähnt, auch das Lymphotoxin 
gezählt. Bei seiner Entdeckung noch als einzelner Faktor beschrieben [126] und aufgrund 
seiner Strukturanalogie zum Tumornekrosefaktor (TNF ) auch als Tumornekrosefaktor ß 
bezeichnet [127, 128], stellte sich schnell heraus, dass sich zwei unterschiedliche 
Lymphotoxine, nach ihrem Trennverhalten bei der Chromatographie alpha ( ) und beta (ß) 
genannt, nachweisen lassen [129, 130]. Die Lymphotoxine spielen eine entscheidende Rolle 
bei chronischen Entzündungsreaktionen [131], der Synthese weiterer Zytokine [132] und 
stimulieren das Wachstum und die Proteinsynthese in Fibroblasten [133]. Zudem konnte die 
entscheidende Bedeutung der Lymphotoxine für die Entwicklung der GALT-Organe gezeigt 
werden [134]. Mit der Tatsache, dass Lymphotoxine auch für die Bildung der Lymphknoten 
entscheidend sind [135], lässt sich vielleicht das Fehlen von Lymphknoten beim Huhn 
erklären, da auch das das Lymphotoxin kodierende Gen beim Huhn noch nicht gefunden 
werden konnte [136]. Obwohl auch das Gen für den Tumornekrosefaktor  beim Huhn noch 
nicht nachgewiesen wurde, ließ sich TNF  Aktivität zeigen [137-140], und auch ein TNF-
Rezeptor-Locus wurde bereits für das Huhn beschrieben [136]. Genomisch wie auch 
funktionell wurde allerdings ein weiteres Mitglied der TNF Familie beim Huhn 
nachgewiesen: der CD40-Ligand.  
CD40 weckte das Interesse der Immunologen, da eine Stimulation dieses auf B-Zellen, 
Makrophagen, dendritischen und Endothelzellen vorkommenden Oberflächenmarkers zu 
einer deutlichen Proliferation dieser Zellen führt [141]. Ferner konnte auch gezeigt werden, 
dass CD40 im Zusammenhang mit dem Immunglobulin-Klassenwechsel eine große 
Bedeutung zukommt [142]. So weisen Patienten mit dem sogenannten Hyper-IgM-Syndrom 
hohe Titer an IgM und extrem niedrige IgG Titer auf, was auf ein Ausbleiben des 
Immunglobulin-Klassenwechsels hindeutet [143]. Bei diesen Patienten konnte eine Mutation 
im CD40-Gen aufgezeigt und somit die Bedeutung der CD40-CD40-Ligand-Interaktion für 
den Immunglobulin-Klassenwechsel bewiesen werden [144, 145]. Mit dem CD40-Liganden 
fand man schließlich auch den sich auf aktivierten T-Zellen befindenden Bindungspartner und 
Aktivator von CD40. Dieser wurde, wie für den Menschen [146], auch für das Huhn erst 
einige Jahre nach CD40 beschrieben [147]. Ebenfalls parallel stellt sich die durch die CD40-
CD40-Ligand-Interaktion induzierte Proliferation nativer B-Zellen bei Mensch und Huhn dar 
[100]. Dies erlaubt zudem die ersten Langzeitkulturen nativer B-Zellen beim Huhn. 
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2.2.2 Die Struktur von BAFF 
 
Der B-Zell aktivierende Faktor der Tumornekrosefaktor-Familie (BAFF) wurde zeitgleich 
von unterschiedlichen Forschergruppen beschrieben und ist daher auch unter dem Namen 
BLyS (B Lymphocyte Stimulator) [148], TALL-1 (TNF- and ApoL related Leukocyte-
expressed Ligand 1) [149], THANK (TNF Homolog that activates Apoptosis, Nuclear factor-
B and c-Jun NH2-terminal Kinase) [150], TNFSF13b (TNF-Superfamily Member 13b) und 
zTNF4 [151, 152] bekannt. BAFF kommt, wie die meisten TNF-Familienmitglieder, sowohl 
membrangebunden als auch in einer durch eine Protease vom Furin-Typ gespaltenen, 
löslichen Form vor [153]. Auch das BAFF sehr ähnliche APRIL (A proliferation inducing 
ligand) wird von einer Protease vom Furin-Typ gespalten, allerdings bereits intrazellulär 
[154]. APRIL bindet ebenfalls an die beiden BAFF-Rezeptoren BCMA und TACI, scheint 
allerdings für die Entwicklung des Immunsystems eine BAFF untergeordnete Rolle zu spielen 
[155].  
Neben der Furinschnittstelle verfügt BAFF auch über die TNF-Familien typische 
Homotrimere Form [156, 157], eine Größe von 55 kD (Trimer) bzw. 18 kD (Monomer) [158], 
und eine alternative Splice-Form, BAFF [159]. BAFF fehlt eine 57 Basenpaar lange 
Sequenz, die eine der Rezeptorbindenden Domänen kodiert. Es multimerisiert mit BAFF und 
kann somit die Rezeptor-Bindung und proteolytische Spaltung von BAFF negativ 
beeinflussen [160]. Zudem konnte im Transgenen Maus-Modell gezeigt werden, dass BAFF 
die durch BAFF-Überexpression auftretenden, negativen Auswirkungen ausgleichen kann 
[161]. 
Strukturell humanem BAFF höchst homolog ist Hühner BAFF (engl.: chBAFF) [14], dessen 
Aminosäurenstruktur zu 76% mit dem von humanem BAFF übereinstimmt. Dies ist 
besonders bemerkenswert, da die strukturelle Ähnlichkeit der Mehrheit der aviären Zytokine 
zu ihren humanen Analogen unter 30% liegt [162]. Auch bei Schweinen [163], Gänsen [164] 
und Enten [165] weist BAFF eine im Vergleich zu anderen Zytokinen extrem hohe 
Homologie mit humanem und murinem BAFF auf.  
 
2.2.3 Die BAFF-Rezeptoren 
 
BAFF kann an drei Rezeptoren aus der TNF-Rezeptor-Familie binden: BCMA (B cell 
maturation antigen, TNFRSF 17) [151, 166], TACI (transmembrane activator and CAML 
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interacting protein, TNFRSF 13B) [156, 167], an die auch APRIL binden kann, und den nur 
von BAFF gebundenen BAFF-Rezeptor (BAFF-R) [168]. Eine Besonderheit von BCMA und 
dem BAFF-R stellt dar, dass sie jeweils nur über eine CRD (cystein rich domain) in ihrem 
extrazellulären Anteil verfügen (s. Abb. 2.8).  
 
 
 
Das Gen für BCMA wurde als erstes bei einem Patienten mit T-Zell Lymphom beschrieben 
und aufgrund der Auffindbarkeit in maturen B-Zell-Linien als ‚B-cell maturation antigen’ 
bezeichnet [169]. Eine spätere Charakterisierung wies es als Typ I Membranprotein (die 
aminoterminale Domäne liegt extrazytoplasmatisch) aus, welches bidirektional transkribiert 
werden kann [170, 171]. Es konnte gezeigt werden, dass BCMA essentiell für das Überleben 
der Plasmazellen im Knochenmark ist [172]. So findet sich gegenüber ruhenden B-Zellen in 
den für die Langzeit-Immunität verantwortlichen, aktivierten Plasmazellen eine 
Hochregulation von BCMA bei gleichzeitiger Runterregulation der Rezeptoren TACI und 
BAFF-R. Auch konnte die Bedeutung von BCMA für die Induktion der Antigen-Produktion 
gezeigt werden [173]. Wie bereits erwähnt, kann neben BAFF auch APRIL an BCMA binden, 
dies sogar mit einer 1000mal höheren Affinität [174]. Diese geringe Affinität für BAFF wird 
auch für die erhöhte Apoptose der B-Zellen von mit dem HI-Virus infizierten Patienten 
verantwortlich gemacht [175], da in diesen Zellen BCMA hochreguliert wird und somit den 
höher affinen BAFF-Rezeptor (BAFF-R) konsekutiv verdrängt. Allgemein konnte allerdings 
gezeigt werden, dass die Bedeutung der anderen BAFF-Rezeptoren (TACI, BAFF-R) für die 
BAFF-Wirkung auf B-Zellen den Einfluss von BCMA überwiegt [176].  
TACI (transmembrane activator and CAML interacting protein) wurde aufgrund seiner 
Affinität zum Protein CAML (calcium-modulator and cyclophilin ligand) entdeckt, welches 
 
Abb. 2.8 BAFF und die BAFF-Rezeptoren  
BAFF in seiner Homotrimeren Struktur ist 
schwarz, die extrazellulären Domänen seiner 
Rezeptoren mit der genauen Menge an CRDs 
(cystein-rich domains) weiß dargestellt.  
 
 
(BAFF = B-Zell aktivierender Faktor der TNF-
Familie, R = Rezeptor, TACI = transmembrane 
activator and CAML interactor/ TNFRSF 13B, 
BCMA = B cell maturation antigen/TNFRSF17) 
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für die Aktivierung des Transkriptionsfaktors ‚Nuklear Faktor der aktivierten T-Zellen’ (NF-
AT) und somit auch für die Lymphozytenaktivierung mitverantwortlich ist [177]. Kurz nach 
seiner Erstbeschreibung konnte gezeigt werden, dass TACI ein Rezeptor für BAFF ist und 
therapeutisch bei durch BAFF-Überexpression verursachten Erkrankungen (systemischer 
Lupus erythemtosus/SLE) als lösliches Protein zur Neutralisation von BAFF eingesetzt 
werden kann [151, 178]. So konnte gezeigt werden, dass die adenoviral vermittelte 
Expression eines TACI-Ig-Fusionsproteins bei einem SLE-Mausmodel (NZB/NZW F1) zu 
einem verzögerten Einsetzen von klinisch manifestem Lupus führte [179]. Auch bei chemisch 
induzierter Autoimmunität (subtoxische Quecksilber-Gabe) [180] und durch Ovalbumin-
induziertem bronchialem Asthma [181] konnte die inhibitorische Wirkung von TACI-Ig 
gezeigt werden. Allerdings wirkt diese sich nicht nur auf pathologische Vorgänge, sondern 
auch auf die Antikörper-Produktion allgemein aus. Dementsprechend konnte gezeigt werden, 
dass TACI die durch CD40 und den BAFF-Rezeptor costimulierte Antikörperproduktion 
hemmt [182]. Die gegenüber den anderen BAFF-Rezeptoren (BCMA, BAFF-R) deutlich 
inhibitorische Wirkung von TACI konnte auch in TACI-knock-out Mäusen gezeigt werden 
[183]. So entwickeln diese Mäuse einen Phänotyp, der durch schwere autoimmune 
Reaktionen gekennzeichnet ist. 
Der nur für die BAFF-Bindung spezifische BAFF-Rezeptor (BAFF-R, auch BR3) schließlich 
wurde als letzter der drei BAFF-Rezeptoren beschrieben [168, 184] und aufgrund seines 
Fehlens bei A/WySnJ Mäusen (Locus unterbrochen), welche phänotypisch BAFF-knock-out 
Mäusen gleichen, als Hauptfaktor der BAFF-vermittelten B-Zell-Reifung charakterisiert. 
Strukturell fällt auf, dass der BAFF-R nur über eine CRD (cystein rich domain) in seiner 
extrazellulären Domain verfügt [185], womit er, wie BCMA, eine Sonderstellung unter den 
regulär über mindestens zwei CRDs verfügenden TNF-Rezeptoren einnimmt. Eine 
Sonderstellung unter den BAFF-Rezeptoren nimmt der BAFF-R außerdem durch sein 
Vorkommen auf aktivierten/memory T-Zellen ein [186], da weder BCMA noch TACI auf der 
Oberfläche von diesen Zellen exprimiert werden. Somit kommt BAFF, über Bindung an den 
BAFF-R, auch eine Bedeutung bei der T-Zell-Aktivierung zu, welche sich zum Beispiel im 
verlängerten Überleben von kardialen Allograften auf Mäusen mit BAFF-R Mutation bzw. 
BAFF Deletion manifestiert [187]. Zu seinen B-Zell-spezifischen Funktionen zählt die 
Vermittlung des Ig-Klassenwechsels, welcher auch durch TACI herbeigeführt werden kann 
[188], eine Rolle in der Proliferation von B-Zell-Lymphomen [189] und ist, wie BCMA und 
TACI, an der Abwehrreaktion von T-Zell-unabhängigen (TI) Antigenen beteiligt. Diese bei 
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Neugeborenen reduziert ablaufende Reaktion auf gram+-Bakterien kann mit der reduzierten 
Expression von BAFF-Rezeptoren bei Neonaten in Verbindung gebracht werden [190].        
Obwohl für Maus und Mensch bereits Besonderheiten der Wirkung eines jeden der drei 
BAFF-Rezeptoren gezeigt werden konnten, konnte für das Huhn bis vor kurzem nur der 
BAFF-R beschrieben werden [136]. Neueste Ergebnisse deuten nun allerdings darauf hin, 
dass auch TACI beim Huhn vorkommt (persönliche Mitteilung von Dr. John Young, Institute 
for Animal Health, Compton, UK). Für das Vorhandensein von BCMA und des sowohl an 
BCMA wie auch an TACI bindenden Proteins APRIL beim Huhn gibt es bisher hingegen 
keinen Hinweis. 
 
2.2.4 Expression von BAFF  
 
Neben der Struktur von BAFF und seinen Rezeptoren beeinflusst auch ihre gewebsspezifische 
Expression die durch die Rezeptor-Ligand Interaktion induzierten Funktionen.  
BAFF wird bei Mensch und Maus hauptsächlich in peripheren, lymphatischen Zellen des 
Blutes (PBLs), der Milz und den Lymphknoten exprimiert, obwohl sich geringe Mengen auch 
in diversen anderen Geweben finden lassen [148-150, 158]. Zu den Zelltypen, die BAFF 
bilden, zählen Monozyten, Makrophagen, dendritische Zellen und T-Zellen [191]. Letztere 
produzieren geringe Mengen an BAFF nach Aktivierung [192]. Normalerweise wird BAFF 
nicht von B-Zellen exprimiert, es wurde allerdings in einer B-Zelllinie aus der chronischen B-
Zell Leukämie (B-CLL) detektiert [193]. Überraschenderweise lässt sich auch bei 
neutrophilen Granulozyten durch Stimulation mit IFN  und besonders durch G-CSF-
Stimulation eine hohe Expression und Abgabe von BAFF feststellen [194]. Eine Besonderheit 
stellt hierbei dar, dass BAFF nie membrangebunden, sondern nur bereits intrazellulär 
gespalten vorkommt. Auch bei einigen nicht lymphoiden Zellen konnte bereits die Produktion 
von BAFF gezeigt werden, hierzu zählen neben Epithelien der Luftwege [195] und der 
Speicheldrüsen [196] auch Fibroblasten-ähnliche Synoviozyten [197], Astrozyten [198], 
VCAM (vascular cell adhesion molecule)-1 positive Stromazellen aus dem Knochenmark 
[199] und Osteoklasten, welche auch das BAFF-ähnliche APRIL exprimieren [200].    
Da BAFF-knock-out Mäuse bzw. Mäuse, die mit einem BAFF-Antagonisten behandelt 
wurden, über keine maturen B-Zellen in der Peripherie verfügen, lässt sich postulieren, dass 
basale BAFF-Niveaus für das Überleben bzw. die Entwicklung von maturen B-Zellen in der 
Peripherie benötigt werden [167, 176, 201]. Es konnte gezeigt werden, dass die Expression 
Literaturübersicht  20 
 
von BAFF als Antwort auf andere Zytokine reguliert wird [153]. Das Niveau an BAFF auf 
der Oberfläche von ruhenden Monozyten ist gering, es kann aber durch Behandlung mit 
Interferon (IFN) , IFNß, LPS oder Interleukin (IL) 10, welches normalerweise inhibitorisch 
auf Monozyten wirkt, höher exprimiert werden [148, 153, 202]. Ebenfalls positiv reguliert 
wird die Menge an BAFF auf Makrophagen und dendritischen Zellen durch IFN  und IFN  
(nur dendritische Zellen). Auch andere Mitglieder der TNF-Familie haben Einfluss auf die 
Expression von BAFF, so können Lymphotoxin ß [203] oder der CD40-Ligand [202] die 
Expression von BAFF mRNA in Milzzellen und dendritischen Zellen von Mäusen 
stimulieren. Ob sich membrangebundenes und lösliches BAFF in ihrer Wirkungsweise 
unterscheiden, wurde noch nicht gezeigt. Allerdings konnte ein Unterschied in der Funktion 
von membrangebundenem und löslichem TNF und CD40-Ligand gezeigt werden [204].     
Die drei BAFF-Rezeptoren werden auf maturen B-Zellen exprimiert [205], wobei sich 
BCMA hauptsächlich auf Plasmazellen [206] und Plasmablasten [207] finden lässt. Auf 
frühen B-Zellentwicklungsstadien im Knochenmark lässt sich keiner der drei BAFF-
Rezeptoren nachweisen. Intrazelluläres TACI lässt sich zudem in humanen Makrophagen 
zeigen [208], wo es nach Aktivierung an die Zelloberfläche transportiert wird. Der dritte und 
nur BAFF-bindende BAFF-Rezeptor schließlich wird auch von aktivierten T-Zellen 
exprimiert [191]. Auf B-Zellen ist er, wie TACI und BCMA, nur zu bestimmten 
Entwicklungsstadien präsent. Zu diesen zählen das Reifungsstadium T2 (s.Abb. 2.9) und die 
maturen B-Zellen in der Marginalzone der Milz und im Knochenmark [209].      
Wie bereits erwähnt, wird BAFF unter physiologischen Umständen bei Mensch und Maus 
nicht von B-Zellen exprimiert. Wendet man sich nun allerdings dem Huhn zu, so konnte hier 
mit Hilfe von in situ Hybridisierung gezeigt werden, dass hauptsächlich die B-Zellen BAFF 
produzieren [13]. Dies steht somit in deutlichem Kontrast zur BAFF-Expression bei Mensch 
und Maus. Ob es sich bei diesem Phänomen um eine aviär-spezifische Besonderheit handelt 
oder ob B-Zellen bei allen Mitgliedern der GALT-Spezies BAFF exprimieren, konnte noch 
nicht gezeigt werden. 
 
2.2.5 Physiologische BAFF-Wirkung  
 
Bereits kurz nach seiner Erstbeschreibung 1999 konnte die Bedeutung von BAFF für die 
Entstehung und chronische Natur von Autoimmunkrankheiten gezeigt werden [178, 210, 
211]. Besonders ein Ausbruch von systemischem Lupus erythematodes [212] und dem mit 
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der autoimmunen Zerstörung der Tränen- und Speicheldrüsen einhergehenden Sjögrens 
Syndrom [213] konnten mit erhöhten BAFF-Spiegeln im Serum in Zusammenhang gebracht 
werden. Einige Zeit später konnte auch die physiologische Bedeutung von BAFF gezeigt 
werden.  
So konnte in in vitro Ansätzen dargelegt werden, dass BAFF das Überleben von reifenden 
‚transitional type 2’ (T2) (s. Abb. 2.9) B-Zellen aus der Milz verlängert und ihm somit eine 
Rolle als Überlebensfaktor bei der B-Zell-Reifung in der Milz zukommt [205].  
 
 
Abb. 2.9 Stadien der B-Zellentwicklung 
bei Mensch und Maus 
(nach Mackay et al. [205]) 
Die B-Zell-Lymphopoese findet beim 
Säuger ausschließlich im Knochenmark 
statt. Immature B-Zellen wandern aus dem 
Knochenmark über das Blut zur weiteren 
Reifung in die Milz. Hierbei bilden 
follikuläre (mature), Germinale Zentrums- 
und Plasmazellen die B2 Linie. Eine zweite 
im Peritoneum auftretende Linie wird mit 
B1 bezeichnet. Vermutlich stammen diese 
Zellen entweder von transitional (T1-3) oder 
Marginalzonen-B-Zellen der Milz ab. Zur 
Bildung germinaler Zentren mit Differen-
zierung der B-Zellen zu Gedächtnis- und 
Plasmazellen kann es in Milz, Lymphknoten 
und Mucosa assoziiertem lymphatischem 
Gewebe (MALT) kommen. Plasmazellen 
können sich anschließend im Körper 
verteilen und sind in Knochenmark, 
peripheren Geweben und der Milz zu finden. 
 
Hierfür spricht zudem, dass Tiere mit BAFF-Mangel zwar über T1-B-Zellen, aber nicht über 
T2-B-Zellen verfügen [201]. Somit konnte gezeigt werden, dass unreife B-Zellen neben 
einem funktionierenden B-Zell-Rezeptor auch BAFF für ihre Reifung benötigen. 
Ob B-Zellen der Marginalzone BAFF für ihre Differenzierung benötigen oder der Verlust 
dieser Zellpopulation bei Fehlen von BAFF mit dem Fehlen von T2-Zellen zusammenhängt, 
ist bislang ungeklärt. Die Beobachtungen sprechen jedoch dafür, dass T2-Zellen die Vorläufer 
für B-Zellen der Marginalzone sind [205]. Sowohl in vitro als auch in vivo konnte 
nachgewiesen werden, dass die Zunahme von T2-Zellen unter BAFF Einwirkung nicht durch 
Proliferation der Zellen, sondern durch Verhinderung der Apoptose zustande kommt [214, 
215]. 
Weitere Hinweise auf die physiologische Wirkung von BAFF konnten auch mit Hilfe von 
BAFF-überexprimierenden Mausmodellen gewonnen werden [151, 211, 216]. Phänotypisch 
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zeichnen sich die BAFF-transgenen Mäuse durch erhöhte B-Zellzahlen in der Peripherie, 
vergrößerte peripher lymphatische Organe und Hypergammaglobulinämie aus. Letztere weist, 
wie bereits erwähnt, Zeichen von Autoimmunität (anti-DNA Antikörper) auf. Dass sich keine 
Änderungen im Knochenmark der BAFF-transgenen Mäuse nachweisen ließen, spricht 
wiederum dafür, dass BAFF seine Wirkung nur auf B-Zellen in der Peripherie ausübt. 
Anders stellt sich die Situation beim Huhn dar, hier konnte gezeigt werden, dass chBAFF 
sowohl gereifte wie auch immature B-Zellen stimuliert und in hohem Maße im primären B-
Zellorgan des Huhns, der Bursa fabricii, exprimiert wird [12-14]. Damit stellen sich die 
Vorgänge im primären B-Zellorgan des Huhns als auffällig und klar abgegrenzt zu denen im 
Knochenmark von Maus und Mensch dar. Besonders deutlich wird dies bei chBAFF-
Neutralisationsversuchen. Mithilfe eines löslichen Konstrukts aus dem humanen BCMA 
Rezeptor war es möglich, chBAFF bereits ab Embryonaltag 15 in ovo zu neutralisieren. Aus 
dieser Neutralisation resultierte bereits ab Embryonaltag 18 eine deutliche Reduktion des 
Bursagewichtes und der B-Zellfollikelzahl in der Bursa [13].   
 
2.2.6 BAFF-abhängige Signaltransduktion 
 
Es konnte gezeigt werden, dass BAFF seine anti-apoptotische Wirkung auf B-Zellen in 
großem Maße über den sogenannten ‚alternativen NF- B-Weg’ ausübt [217, 218]. 
Aktivierend wirkt BAFF auf diesen Signalweg, indem es die Proteosom-vermittelte 
Degradierung der Serin/Threonin Kinase NIK (NF- B-inducing kinase) verhindert. Diese 
Degradierung kann nur stattfinden, wenn NIK an TRAF3 (TNF receptor associated factor 3) 
gebunden vorliegt [219]‚ ein Zustand, der durch die Bindung von TRAF3 an den aktivierten 
BAFF-Rezeptor und anschließenden Abbau von TRAF3 verhindert wird (s. Abb. 2.10). Für 
die inhibitorische Wirkung von TRAF3 spricht auch, dass TRAF3 knock-out Mäuse hohe 
Konzentrationen an NIK und NF- B-Aktivierung aufweisen [220]. 
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Abb. 2.10 Der BAFF-Wirkmechanismus: 
Die Aktiverung von NF-  B über den 
alternativen Weg 
Nach Bindung von BAFF an den BAFF-R 
kommt es zur Abspaltung von TRAF3 von 
der Kinase NIK. TRAF3 degradiert und die 
durch NIK aktivierte IKK1 führt zur 
Phosphorilierung von p100. Aus dem 
phosphorilierten p100 wird dann durch 
Ubiquitin p52 abgespalten, welches mit 
RelB dimerisiert. Dieses Dimer wandert in 
den Zellkern und führt dort u.a. zur 
Transkription von bcl-2.  
 
(TRAF3 = TNF receptor associated factor 3; 
NIK = NF B inducing kinase; IKK1 = I B-
Kinase 1; NF- B = Nuklear Faktor-kappa B) 
 
 
 
 
 
Nach ihrer Aktivierung bindet NIK an p100 und aktiviert dadurch IKK1, die I B-Kinase 1 
(auch IKKalpha), welche anschließend p100 phosphoriliert [221, 222]. Das phosphorilierte 
p100 wird dann von Ubiquitin zum aktiven p52 prozessiert [223]. Die Dimerisierung von 
aktiviertem p52 an RelB [218] führt zu einer Translokation in den Kern und anschließender 
Transkription von für die Apoptose bedeutenden Proteinen, den sogenannten bcl-2 
Familienmitgliedern. 
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2.3 Die bcl-2 Familie 
 
Die Apoptose, der programmierte Zelltod, ist ein für jedes mehrzellige Lebewesen essentieller 
Mechanismus. Nur durch ihn sind die genetische Regulation der Organentwicklung und das 
gezielte Abtöten von erkrankten Zellen durch das Immunsystem möglich. Gerade für das 
Immunsystem spielt die Apoptose eine große Rolle, da durch sie unter physiologischen 
Umständen das Überschießen der Immunantwort und die Entstehung von 
Autoimmunkrankheiten verhindert werden.  
Es gibt zwei Arten der Initiation der Apoptose, den extrinsischen und intrinsischen Weg, die 
beide am Ende die Effektorphase, auch Caspase-Kaskade, auslösen können. Der extrinsische 
Weg kann durch die Bindung des Fas-Liganden oder den Entzug von Überlebenssignalen, der 
intrinsische durch DNA-Schäden veranlasst werden. Beide Wege haben gemein, dass sie zur 
Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien führen, welches schließlich die 
Caspase-Kaskade initiiert. Caspasen sind Cystein Proteasen, die im Zuge der Apoptose 
Proteine wie das zellstabilisierende Lamin abbauen. Betrachtet man nun die Rolle der 
Mitochondrien genauer, so fällt hier besonders die Bedeutung der bcl-2 Familienmitglieder 
auf. Mitglieder dieser Proteinfamilie beeinflussen positiv wie auch negativ die 
Mitochondrienmembran-Permeabilität und damit die Freisetzung von Cytochrom C (s. Abb. 
2.11).      
 
 
 
Abb. 2.11 Schematische Darstellung der Rolle der 
Mitochondrien und ausgesuchter bcl-2 Familien-
mitglieder beim Auslösen der Apoptose 
 
Nach der Bindung von FasL/dem Entzug von 
Überlebenssignalen (extrinsisch) bzw. der Schädigung 
der DNA (intrinsischer Weg) kommt es zur 
Aktivierung der Caspase-Kaskade. Die dafür 
essentielle Freisetzung von Cytochrom C aus den 
Mitochondrien wird durch die Interaktion von pro- 
(schwarz) und anti-apoptotischen (weiß) bcl-2 
Familienmitgliedern (Ovale) miteinander und mit der 
Mitochondrienmembran (grau) reguliert.   
 
 
(FasL = Fas-Ligand) 
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In dem Modelltier Caenorhabditis elegans konnten als Erstes Gene entdeckt werden, die für 
den Ablauf des programmierten Zelltodes essentiell sind. Ced-3 und ced-4 konnten als pro- 
[224], das Gen ced-9 als anti-apoptotisch wirkend charakterisiert werden [225]. Als erstes 
Homolog dieser Gene bei Mammaliern wurde 1988 bcl-2 beschrieben [226]. Es konnte 
gezeigt werden, dass bcl-2 transfizierte Zellen resistent gegenüber der durch Entzug von 
Wachstumsfaktoren, in diesem Falle IL-3, induzierten Apoptose sind. Nach 1988 konnten 
auch weitere dem bcl-2 in der Struktur ähnliche Proteine beschrieben werden. 
 
2.3.1 Die Struktur der bcl-2 Familienmitglieder     
 
Mitglieder der bcl-2 Familie verfügen über mindestens eine von vier dem bcl-2 homologe 
Regionen (bcl-2 homology domains/BH1-4). Basierend auf ihrer biologischen Funktion und 
homologen Sequenz lassen sie sich in drei Hauptkategorien einteilen: anti-apoptotische 
Proteine wie bcl-2, pro-apoptotische Proteine wie bak und bok und die sogenannten „BH3-
only“ Proteine, welche dem bcl-2 nur in einer homologen Sequenz gleichen und zu denen bim 
und bid zählen (s. Abb. 2.12). 
 
 
Abb. 2.12 Struktur ausgesuchter Gene der 
bcl-2 Familie 
 
Die Mitglieder der bcl-2 Familie lassen sich 
nach ihrer Wirkung in anti- (bcl-2, bcl-xL, 
Nr13) und pro-apoptotische unterteilen. Die 
pro-apoptotischen gliedern sich wiederum in 
zwei Gruppen, eine mit mehreren dem bcl-2 
homologen Domänen (bak, bok) und eine mit 
nur der BH3-Domäne (bid, bim). Zudem 
verfügen alle (mit Ausnahme von bid) über eine 
transmembrane Domäne (schwarzer Kasten). 
 
 
(BH1-4 = bcl-2 homology domain 1-4)   
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Trotz ihrer gegensätzlichen biologischen Wirkung und der großen Differenz in ihrer 
Aminosäuresequenz sind sich bcl-2, bcl-xL, bak und bid strukturell sehr ähnlich [227]. Diese 
hohe strukturelle Homologie spielt auch eine wichtige Rolle bei der Interaktion der bcl-2 
Familienmitglieder, die ihre Wirkung meist als Homo- oder Heterodimere entfalten. Durch 
Heterodimerisierung anti- und pro-apoptotischer Proteine neutralisieren sich entgegensetzt 
wirkende Proteine. Somit hängt das Zustandekommen der Apoptose vom Verhältnis der 
verschiedenen Proteine und ihrer Kombinationen ab [228-230]. Einen Hinweis auf diese 
Dimerisierung gibt die dreidimensionale Struktur von bcl-xL im Komplex mit dem Peptid aus 
der BH3-Domäne von bak [231]. Es konnte gezeigt werden, dass bcl-xL über eine hydrophobe 
Tasche auf seiner Oberfläche verfügt, welche von den Domänen BH1-3 gebildet wird und die 
BH3 Domäne von bak bindet. Da sich die BH3 Domäne bei einigen pro-apoptotischen bcl-2 
Familienmitgliedern im Innern des Proteins befindet, müssen diese zur Aktivierung erst 
dephosphoyliert bzw. proteolytisch durch Caspasen gespalten werden [232-234].  
Neben ihrer Wirkung über Heterodimerisierung können die bcl-2 Familienmitglieder ihre 
Wirkung auch einzeln entfalten [235]. Außerdem konnte gezeigt werden, dass einige 
Mitglieder der bcl-2 Familie, namentlich bcl-2, bcl-xL und bid, Ionenkanäle in 
Lipiddoppelmembranen in vitro formen können [236-239].  
 
2.3.2 Anti-apoptotische bcl-2 Familienmitglieder 
 
Aufgrund ihrer Wirkung, speziell der Verringerung der Permeabilität der 
Mitochondrienmembran, lässt sich eine Gruppe von anti-apoptotischen bcl-2 
Familienmitgliedern definieren. Da bei geringer Permeabilität Cytochrom C nicht aus dem 
Mitochondrium ins Zytoplasma abgegeben wird, kann es nicht zur Apoptose kommen und die 
dies bewirkenden Proteine werden als anti-apoptotische Mitglieder der bcl-2 Familie 
zusammengefasst. Nachfolgend werden drei dieser Proteine genauer vorgestellt und in Bezug 
auf ihre Regulation in Zusammenhang mit BAFF und ihre Bedeutung beim Huhn 
charakterisiert.  
 
2.3.2.1 Bcl-2 (B-cell CLL/ lymphoma 2) 
 
Der Namensgeber der bcl-2 Familie wurde als Erstes bei der B-Zell Leukämie des Typs 2 
beschrieben und daher fälschlicherweise als Onkogen klassifiziert [240]. Das bcl-2 Gen 
Literaturübersicht  27 
 
kodiert ein unglykosyliertes Protein mit einer Größe von 26 kD [241, 242], welches in der 
Mitochondrienmembran lokalisiert ist [243]. Die anti-apoptotische Wirkung von bcl-2 ließ 
sich bei bcl-2-Ig transgenen Mäusen zeigen, welche nicht nur über hyperplastische 
Lymphknoten verfügen, sondern deren B-Zellen in vitro auch eine höhere Überlebensrate 
aufweisen als Kontrollzellen [244]. Außerdem konnte gezeigt werden, dass hohe Niveaus an 
bcl-2 das Überleben myeloider Zellen auch in Abwesenheit von Wachstumsfaktoren steigern 
[245].     
Es konnte gezeigt werden, dass die antiapoptotische BAFF-Wirkung mit einer Steigerung der 
Menge an bcl-2 Protein einhergeht [246-248]. So weisen Kreuzungen zwischen transgenen 
Mäusen, die den decoy Rezeptor TACI-Ig exprimieren, was einem funktionalen BAFF-
knock-out gleichkommt, und bcl-2 transgenen Mäusen eine physiologische Menge an 
peripheren B-Zellen auf [249]. Allerdings sind die B-Zellen dieser Mäuse unreif und nicht in 
der Lage, germinale Zentren zu bilden [250]. 
1992 wurde das bcl-2 Homolog des Huhns beschrieben [251, 252], ein ebenfalls 26 kD großes 
Protein, welches über zwei Regionen verfügt, die dem bcl-2 Protein von Mensch und Maus 
höchst homolog sind. Auffällig war, dass sich bcl-2 Transkript in großer Menge in der 
embryonalen Bursa, allerdings nur wenig in der adulten Bursa finden ließ. Zudem konnte 
gezeigt werden, dass durch einen viralen Vektor überexprimiertes humanes bcl-2 die Rate an 
apoptotischen Zellen in der Bursa deutlich vermindert [64]. 
 
2.3.2.2 Bcl-xL (Apoptosis regulator bcl-x, long isoform) 
 
Dieses Mitglied der bcl-2 Familie stellt eine Splicevariante des bcl-x Gens dar und wurde 
1993 das erste Mal beschrieben [253]. Die lange Variante des bcl-x Gens, bcl-xL, zeigt anti-
apoptotische, wohingegen die kurze Variante, bcl-xS, pro-apoptotische Eigenschaften 
aufweist. Durch den alternativen Splicevorgang fehlen bcl-xS die bcl-2 homologen Domänen 
BH1 und BH2 [254]. Eine bcl-xL-Überexpression verhindert die durch Immunsuppressoren 
verursachte Apoptose von B-Zellen [255] und es konnte gezeigt werden, dass bcl-xL eine 
große Bedeutung bei der Embryogenese zukommt, wohingegen bcl-2 hier eher eine 
untergeordnete Rolle spielt [256]. 
Auch ist eine gesteigerte Expression von bcl-xL in der Lage, die bei BAFF-Rezeptor knock-
out Mäusen reduzierte B-Zellzahl zu erhöhen [257], und in BAFF-stimulierten Zellen ist die 
Menge an bcl-xL Protein erhöht [246]. 
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Bcl-xL wurde beim Huhn im Zusammenhang mit der Spermatogenese beschrieben [258], und 
seine Expression konnte in mit dem Marek Virus infizierten Tumorzelllinien nachgewiesen 
werden [259]. Außerdem ließ sich in der bursalen B-Zelllinie DT40 zeigen, dass es im Zuge 
der durch Störung des mitochondrialen Proteins Thioredoxin 2 verursachten Apoptose zu 
einer Verminderung der Menge an bcl-xL Protein kommt [260]. 
 
2.3.2.3 Nr13 
 
Das anti-apoptotische Nr13 Protein wurde in neuronalen und muskulären Geweben von 
Wachtelembryonen entdeckt [261]. Allerdings konnte gezeigt werden, dass es im Gegensatz 
zu bcl-xL [262] bei der Entwicklung der Hühnerovarien keine entscheidende Rolle spielt 
[263]. Andererseits erwies sich Nr13 als das in der Entwicklung der Bursa am deutlichsten 
regulierte Gen. So finden sich anfänglich hohe Niveaus an Nr13 mRNA, welche allerdings 
nach dem Schlupf signifikant erniedrigt sind und somit mit den apoptotischen Vorgängen in 
der Bursa korrelieren [264]. Als direkter Interaktionspartner von Nr13 konnte in vitro das pro-
apoptotische Protein bax beschrieben werden [265]. Für das Huhn wurde bax allerdings noch 
nicht charakterisiert.   
Beim Mensch konnten mit dem Protein Boo/Diva, welches bei Überexpression pro-
apoptotisch wirkt [266], und dem anti-apoptotischen NrH [267] zwei Nr13 höchst homologe 
Gene beschrieben werden. Eine Regulation von Nr13 in Zusammenhang mit einer 
veränderten Zytokinexposition konnte bisher nicht gezeigt werden.  
 
2.3.3 Pro-apoptotische bcl-2 Familienmitglieder 
 
Unter dieser Kategorie werden jene Mitglieder der bcl-2 Familie zusammengefasst, die durch 
eine Steigerung der Permeabilität der Mitochondrienmembran die Diffusion von Cytochrom 
C ins Zytoplasma ermöglichen und zudem über mehr als eine bcl-2 Homologie Domäne 
verfügen. Folgend sollen zwei Vertreter dieser Kategorie beschrieben und entsprechend den 
anti-apoptotischen Familienmitgliedern charakterisiert werden. 
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2.3.3.1 Bak (Bcl-2 homologous antagonist/killer) 
 
Das Protein bak konnte durch die Suche nach konservierten bcl-2 Homologiemotiven in 
verschiedenen Geweben nachgewiesen [268, 269] und aufgrund seiner Wirkung als pro-
apoptotisch charakterisiert werden [270]. Diese Wirkung entfaltet bak einerseits durch seine 
Bindung und konsekutive Inhibition von bcl-xL über eine konservierte Domäne (BH3), die es 
mit anderen pro-apoptotischen Proteinen gemein hat [271]. Andererseits konnte auch eine bcl-
xL-unabhängige, destabilisierende Wirkung von bak auf die Mitochondrienmembran gezeigt 
werden [272]. 
Unter BAFF Stimulation exprimieren Milzzellen, die durch Immunisierung oder Stimulation 
mit CD40L aktiviert wurden, weniger bak als unstimulierte Zellen. Allerdings lässt sich dieser 
Effekt bei ruhenden B-Zellen nicht beobachten [246]. 
Durch Sequenzierung einer cDNA-Bank aus Hühner B-Lymphozyten konnte ein der bak 
Sequenz ähnlicher cDNA Klon gefunden werden [273]. Mit Hilfe dieser Sequenz konnte 
bisher gezeigt werden, dass Unterschiede in der Hühnerrasse auf die Höhe der Expression von 
bak keinen Einfluss haben [274].    
 
2.3.3.2 Bok (BCL2-related ovarian killer) 
 
Bok wurde zuerst in einer Rattenovar cDNA Bibliothek entdeckt [275] und aufgrund des 
Vorliegens von drei bcl-2 Homologiedomänen (BH1-3) der bcl-2 Familie zugeordnet. 
Ebenfalls um bok handelt es sich bei dem ein Jahr später beschriebenen Protein Matador 
(Mtd), welchem zu diesem Zeitpunkt noch eine BH4 Domäne zugeschrieben wurde [276]. 
Allerdings erwies sich dies als falsch, da bok pro-apoptotische Wirkung zeigt [277-279] und 
die BH4 Domäne nur bei anti-apoptotischen bcl-2 Proteinen zu finden ist.  
Nach der Charakterisierung der Sequenz von bok beim Huhn [280] konnte gezeigt werden, 
dass die Menge an bok mRNA im Zuge der embryonalen Entwicklung und der vor der 
Geschlechtsreife einsetzenden Involution der Bursa stark ansteigt [281].  
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2.3.4 “BH3-only” bcl-2 Familienmitglieder 
 
Neben ihrer pro-apoptotischen Wirkung charakterisiert die Mitglieder dieser bcl-2 Familien 
Untergruppe vor allem ihre Struktur. Phylogenetischer Vorläufer ist das Protein egl-1 aus dem 
Modelltier Caenorhabditis elegans, welches bereits das Charakteristikum, die BH3 Domäne, 
aufweist [282]. Wie der Name der Gruppe nahe legt, ist dies auch die einzige dem bcl-2 
homologe Domäne. Nachstehend sollen zwei Mitglieder dieser Gruppe beschrieben werden. 
 
2.3.4.1 Bid (BH3 interacting domain death agonist) 
 
Bei seiner Erstbeschreibung konnte nicht nur gezeigt werden, dass bid über eine BH3-
Domäne verfügt, sondern auch, dass ihm die transmembrane Domäne fehlt, die andere bcl-2 
Familienmitglieder in der Mitochondrienmembran verankert [283]. Eine weitere Besonderheit 
ist, dass bid erst durch die Caspase 8 gespalten werden muss, um seine pro-apoptotische 
Wirkung zu entfalten [233, 284]. Das gespaltene bid (tBid) diffundiert zur Mitochondrien-
membran, hemmt hier die anti-apoptotische Wirkung von bcl-xL [285] und führt zur 
Dimerisierung und folgenden Aktivierung des pro-apoptotischen Proteins bak [286]. 
Die Sequenz des bid Homologs beim Huhn liegt seit 2006 vor [287], allerdings wurden außer 
einer Untersuchung zur bid Expression in der Embryonalentwicklung des Hühnerherzens 
[288] noch keine weiteren Erkenntnisse über dieses Protein beim Huhn gewonnen.  
   
2.3.4.2 Bim (Bcl-2 interacting mediator of cell death) 
 
Bim wurde ebenfalls anhand seiner BH3 Domäne charakterisiert [289]. Kurz nach seiner 
Entdeckung konnte bereits gezeigt werden, dass ihm eine zentrale Rolle in der Leukozyten 
Homöostase zukommt [290]. So konnte dargestellt werden, dass bim knock-out Mäuse nicht 
in der Lage sind, sich autoreaktiver B-Zellen, die im Zuge der physiologischen B-
Zellentwicklung entstehen, durch Apoptose zu entledigen [291]. Bim kommt somit eine 
zentrale Rolle bei der Elimination autoreaktiver B-Zellen und der Verhinderung von 
Autoimmunität zu [292]. 
Da die Bedeutung erhöhter BAFF Spiegel für das Entstehen einer Autoimmunität bereits 
bekannt war [293], erwies es sich von Interesse, die BAFF-bedingte bim Regulation zu 
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betrachten [294]. Es konnte ein direkter Zusammenhang zwischen BAFF-Stimulation und 
verringerter Menge an bim Protein nachgewiesen werden [295]. So konnte gezeigt werden, 
dass BAFF-stimulierte B-Lymphozyten auf apoptotische Stimuli hin geringere Mengen an 
bim expremieren als ihre unstimulierten Äquivalente. Dies führt zum erhöhten Überleben der 
B-Zellen unter BAFF-Stimulation.  
Beim Huhn wurde bim noch nicht beschrieben.  
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3 Zielsetzung 
 
Für Mensch und Maus konnte gezeigt werden, dass die Überlebenssteigernde Wirkung des 
Zytokins BAFF auf B-Lymphozyten auf ein Verhindern der Apoptose dieser Zellen 
zurückgeführt werden kann. Eine zentrale Rolle im apoptotischen Geschehen kommt dabei 
den Mitgliedern der bcl-2 Familie zu. Über diese Proteinfamilie ist beim Huhn nur wenig 
bekannt. Die genauen Mechanismen hinter der auch bei dieser Spezies bereits beschriebenen 
Wirkung des Zytokins BAFF auf B-Zellen sind ebenfalls bisher unerklärt. Jedoch liegt die 
Vermutung nahe, dass auch bei dieser Spezies die BAFF Wirkung über eine Beeinflussung 
der bcl-2 Familie vermittelt wird. Ziel dieser Arbeit war es daher, qualitative und quantitative 
Nachweismethoden für die bcl-2 Familienmitglieder beim Huhn zu schaffen und mit deren 
Hilfe die molekularen Vorgänge des BAFF-induzierten Überlebens von B-Zellen in vitro wie 
auch in vivo zu analysieren. Hauptaugenmerk dieser Arbeit lag dabei auf Änderungen in der 
Expression der Gene der bcl-2 Familie.  
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* Hochzahlen beziehen sich auf die Bezugsquellen, die im Anhang aufgeführt sind. 
 
4 Material und Methoden 
4.1 Tiere und Haltung 
 
Hühner 
 
Die primären Lymphozyten wurden aus Blut und Organen von Hühnern der Linien M11 (B2/2 
–Haplotyp) und LSL (Lohmann´s selected Leghorn) gewonnen. 
Bezugsquelle waren das Institut für Tierzucht in Mariensee für Eier der M11 Linie und die 
Firma Lohmann Tierzucht GmbH für die LSL-Eier. Die Eier wurden am Institut jeweils unter 
Standardbedingungen ausgebrütet und die Tiere anschließend in Gruppen in Volieren 
gehalten. Als Futter wurde handelsübliches Alleinfutter verwendet; Wasser stand ad libitum 
zur Verfügung. 
Die in vivo Versuche wurden von der Regierung von Oberbayern unter der Tierversuchs- 
Nummer 209.1/211-2531-46/03 genehmigt. 
 
4.2 Gewinnung von primären Hühnerlymphozyten und 
embryonalen Organen 
 
4.2.1 Material 
 
Wenn nicht anders angegeben, wurden alle genannten Reagenzien bei 4°C gelagert. 
 
 Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS), pH 7,2 
 
  8,00g  Natriumchlorid (NaCl)1* 
1,45g  Di-Natriumhydrogenphosphat-dihydrat (Na2HPO4 x 2H2O)1 
0,2g  Kaliumchlorid (KCl)1 
0,2g  Kaliumhydrogenphosphat (KH2PO4)1 
 
ad 1000ml Aqua dest. 
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Nach Anmischen wurde der Puffer jeweils mit HCl1 oder NaOH1  unter Verwendung 
eines pH-Meters, das zuvor durch Maßlösungen1 geeicht wurde (pH4 und pH7), auf 
pH 7,2 eingestellt und anschließend autoklaviert. 
 
 Ficoll-Paque2 
 
 Heparinlösung (500 U/ml) 
 
  1ml  Heparin-Natrium 20.000IU3 
   
  ad 40ml RPMI 1640 with Glutamax4 
 
 Trypanblau-Lösung2 
 
4.2.2 Gewinnung von peripheren Blutlymphozyten (PBL) 
 
Abhängig von der benötigten Menge wurden eine oder mehrere 10ml Spritzen mit 0,2ml 
Heparinlösung beschichtet (verwendete Kanülen: 0,70x32mm). Die Blutentnahme erfolgte 
anschließend aus der linken Vena jugularis. Das gewonnene Vollblut wurde daraufhin in ein 
15ml Röhrchen überführt und bei 60xg für 20 min bei Raumtemperatur (RT) zentrifugiert 
(Slow-Speed-Zentrifugation). Danach wurden die nun den Erythrozyten im sogenannten 
‚Buffy coat’ aufliegenden Lymphozyten vorsichtig durch Rühren mit einer Pasteurpipette im 
Plasma aufsuspendiert, vorsichtig in ein weiteres Röhrchen überführt und zweimal mit PBS 
durch Zentrifugation bei 4°C und 225xg für jeweils 10 min gewaschen (s. Abb. 4.1). 
 
 
Abb. 4.1 Gewinnung der Blutlymphozyten mittels  
Slow Speed Verfahren 
Material und Methoden  35 
 
Die qualitative und quantitative Beurteilung erfolgt anschließend durch eine Lebend/Tot-
Färbung mittels Trypanblaulösung (20µl Trypanblaulsg. ad 20µl Zellsuspension) unter 
Verwendung einer modifizierten Zählkammer nach Neubauer. 
 
4.2.3 Gewinnung von Lymphozyten aus Organen 
 
Die für die Organentnahme vorgesehenen Hühner wurden betäubt und durch Blutentzug 
getötet. Anschließend wurde das Abdomen mit Alkohol benetzt, die Haut abgezogen und die 
Leibeshöhle durch Umklappen des Sternums nach kranial eröffnet. Die Organentnahme 
erfolgte nun mit sterilen Instrumenten; die Organe wurden sofort danach in Falcons mit 
sterilem PBS überführt und auf Eis gestellt. 
Die jeweiligen Organe (Bursa und Milz) wurden anschließend mit Hilfe eines 
Spritzenstempels durch ein in PBS stehendes Sieb (Maschenweite 0,75x0,75mm) gepresst 
und die erhaltene Organsuspension in einem 50 ml Röhrchen 10min auf Eis gestellt, um die 
größeren Gewebestücke über Sedimentation entfernen zu können. 
Nach Ablauf dieser Zeit wurde die Suspension bis auf 5 ml abgenommen und bei 4°C und 
225xg für 10 min zentrifugiert. Im Folgenden wurde der Überstand verworfen und das 
Zellpellet in 10 ml RPMI resuspendiert und auf 10 ml Ficoll-Paque geschichtet. Nach erneuter 
Zentrifugation bei RT und 600xg für 12 min (Dichtezentrifugation) wurde die dem Ficoll nun 
aufliegende Lymphozytenfraktion vorsichtig abgenommen und in PBS erneut per 
Zentrifugation gewaschen. 
 
4.2.4 Gewinnung embryonaler Organe 
 
Zur Organentnahme bestimmte Embryonen wurden zu definierten Zeitpunkten (ET10, 14 und 
18) durch Aufschlagen der Kalkschale aus ihren Eiern in Petrischalen überführt und durch 
Dekapitation getötet. Nach Eröffnung der Leibeshöhle mittels Scherenschnitt in der Medianen 
und Erweiterung des Zugangs durch einen halbmondförmigen Schnitt auf die 
Beckensymphyse zu konnten embryonale Bursa und Milz unter der Stereolupe stumpf von 
dem sie umgebenden Bindegewebe befreit und mit Hilfe einer sterilen Pinzette in ein Gefrier-
gefäß überführt und sofort in flüssigen Stickstoff verbracht werden. Mit dem embryonalen 
Herzen wurde nach Eröffnung des Brustkorbs durch Verlagerung des Sternums nach kranial 
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und Durchtrennung der Gefäße an der Herzbasis gleichsam verfahren. Die Lagerung der 
embryonalen Organe erfolgte bis zur weiteren Prozessierung bei -80°C.   
 
4.3 Kultivierung von Zellen 
 
4.3.1 Medien und Zusätze 
 
 Standardmedium 
 
  445 ml RPMI 1640 with Glutamax 
  50 ml fetales Kälberserum3 (fetal bovine serum/FBS) 
5 ml Penicillin/Streptomycin-Lösung3 (Penicillin 100IU/ml und Strepto-
mycin 100µg/ml in RPMI) 
 
Lagerung: FBS und die Penicillin/Streptomycin-Lösung wurden jeweils in Aliquots 
bei -20°C gelagert. 
 
 DT40 - Medium 
 
  445 ml RPMI 1640 with Glutamax 
  40 ml fetales Kälberserum (fetal bovine serum/FBS) 
  10 ml Hühnerserum3 
5 ml Penicillin/Streptomycin-Lösung (Penicillin 100IU/ml und Strepto-
mycin 100µg/ml in RPMI) 
 
Lagerung: FBS und die Penicillin/Streptomycin-Lösung wurden jeweils in Aliquots 
bei -20°C gelagert. 
 
B-Zell-Medium 
 
  460ml IMDM3 
  25ml FBS 
  10ml Hühnerserum   
5ml Penicillin/Streptomycin-Lösung (Penicillin 100U/ml und Streptomycin 
100µg/ml in RPMI) 
50µl Selen/Insulin/Transferrin-Lösung5 
50µl -Mercaptoethanol ( -ME)9 20mM 
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PBS-EDTA 
 
  200mg  EDTA7 (Ethylendiamintetraacetic Acid Tetra Natrium Hydrat) 
  
  ad 1000ml PBS (s. 1.2.1.) 
 
G418-Stammlösung 50mg/ml 
 
250 mg G4187 
 
ad 5 ml PBS 
 
Einfriermedium 
 
  45ml  FBS 
  5ml  DMSO1 (Dimethylsulfoxid) 
 
 Lagerung: Das Einfriermedium wurde in Aliquots bei -20°C gelagert. 
 
Staurosporin-Stammlösung (100mmol/ml) 
 
100µg Staurosporin8 
  
  ad 214 µl DMSO 
 
PMA (Phorbol-Myristat-Azetat)-Stammlösung 10µg/ml 
  
100µg PMA (Phorbol-Myristat-Azetat)5 
 
  ad 10ml DMSO 
 Lagerung: Das PMA wurde in Aliquots bei -20°C gelagert. 
 
4.3.2 Kultivierung von Zellen 
 
4.3.2.1 Zelllinien 
 
Verwendung für in vitro Fragestellungen fand die aus bursalen B-Lymphozyten mittels 
aviärem Leukose-Virus transformierte Zelllinie DT40, welche in DT40-Medium bei 40°C 
kultiviert wurde.  
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Zur Erzeugung von flagChBAFF wurde die humane embryonale Nierenzelllinie HEK-293 mit 
einem flagChBAFF-Plasmid mittels Elektroporation transient transfiziert, in Standardmedium 
bei 37°C kultiviert und die Zellkulturüberstände gewonnen. Aufgrund des adhärenten 
Wachstums dieser Zelllinie wurde zur Teilung das Medium vollständig abgenommen und der 
Zell-Monolayer zur Entfernung von FBS-Resten einmal kurz mit 37°C warmem PBS gespült. 
Dann wurden die Zellen mit PBS-EDTA (37°C) bedeckt und ca. 10 min lang bei 37°C 
inkubiert. Die abgelösten Zellen wurden mit PBS gewaschen und in der gewünschten Dichte 
erneut in Standardmedium aufgenommen. 
 
4.3.2.1.1 Einfrieren von Zellen 
 
Zum Einfrieren wurden die Zellen abzentrifugiert und das Zellpellet in einer Dichte von ca. 
5x106 Zellen/ml in kaltem Einfriermedium aufgenommen. Die Zellsuspension wurde in 
Aliquots von 1 bis 1,8 ml in entsprechende Gefrierröhrchen überführt und über Nacht in einer 
Isopropanol haltigen Einfrierbox (Abkühlung 1°C/min) bei –80°C eingefroren. Zur Lagerung 
bis zu einem Jahr verblieben die Zellen bei –80°C, für eine längere Lagerung wurden sie in 
flüssigen Stickstoff überführt. 
4.3.2.1.2  Auftauen von Zellen 
 
Zum Auftauen der Zellen wurde die gefrorene Zellsuspension möglichst rasch im Wasserbad 
bei 37°C aufgetaut und zügig in ein 50 ml Röhrchen überführt. Dann wurden 50 ml kaltes 
PBS zugegeben, die ersten 10 ml tropfenweise, um das zellschädigende DMSO langsam 
auszuverdünnen. Die Zellen wurden abzentrifugiert (225xg, 10 min, 4°C) und nochmals mit 
PBS gewaschen. Anschließend wurde das Zellpellet in ca. 10 ml Kulturmedium resuspendiert 
und in eine 25 cm2 Zellkulturflasche gegeben. 
 
4.3.2.2 Primäre Zellen 
 
Die primären Zellen wurden nach ihrer Präparation auf die gewünschte Zellzahl eingestellt, 
im jeweiligen Medium aufgenommen und ebenfalls bei 40°C kultiviert. Nach ihrer Entnahme 
zu definierten Zeitpunkten wurde unter Verwendung eines Teils der Zellen die Zahl lebender 
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B-Lymphozyten mittels fluoreszenzassoziierter Zellsortierung (s. 4.12) bestimmt und der 
andere Teil bis zur Weiterverarbeitung bei -80°C gelagert.   
 
4.3.2.2.1 Stimulation der Zellen 
 
Für die Kultivierung wurden die Zellen in Standardmedium verbracht und bei einer Dichte 
von 5x106 Zellen/ml in je 1 ml pro Delle in einer 24-Loch-Platte unter Zusatz von 5% 
flagChBAFF enthaltendem 293-Zellkulturüberstand inkubiert.  
Als Kontrollen der flagChBAFF-Wirkung fanden sowohl Zellen ohne Stimulation, mit 
Staurosporin (1mM/ml) zur Apoptose-Induktion bzw. PMA (20 ng/ml) zur Induktion der 
Proliferation inkubierte Lymphozyten, wie auch Zellen, die unter CD40L Stimulation (0,5 
µg/ml) standen, Verwendung.  
 
4.4 RNA-Präparation 
 
Alle Arbeiten wurden mit RNAse-freiem Einwegmaterial und Handschuhen durchgeführt. 
Wiederverwendbare Geräte und Gegenstände wurden nach Benutzung für mindestens eine 
Stunde mit 3% H202 inkubiert und anschließend mit RNAse-freiem Wasser (DEPC-Wasser) 
gespült oder nach Eintauchen in 96% Ethanol abgeflammt. 
 
4.4.1 Material 
 
Wenn nicht anders vermerkt, erfolgte die Lagerung der Reagenzien bei RT. 
 
Trizol® Reagenz7 
Lagerung: 4°C 
 
Chloroform ad analysis8 
 
Isopropanol8 
 
70% Ethanol 
 
70 ml Ethanol absolut8 
30 ml Wasser für die Molekularbiologie1 
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4.4.2 Durchführung 
 
Zur RNA-Isolierung aus primären Zellen wurden die jeweiligen Organe (bzw. je nach Größe 
nur Teile davon) nach Entnahme sofort oder nach Verbringung und Lagerung in flüssigem 
Stickstoff bei -80°C in einem Homogenisator unter Zugabe von 1 ml Trizol homogenisiert 
und in 2 ml Eppendorfcups überführt. 
Bei Zelllinien wurden 5x107 bis 1x108 Zellen gewonnen, zentrifugiert (10 min, 225xg , 4°C) 
und das trockene Zellpellet in 1 ml Trizol resuspendiert. 
Nach 5 min Inkubation bei RT wurden 200 l Chloroform hinzugefügt, kurz geschüttelt, 2 
min bei RT inkubiert und 15 min bei 4°C und 12.000xg zentrifugiert, wodurch die organische 
von der RNA-haltigen wässrigen Phase getrennt wurde. Die wässrige Phase wurde 
abgenommen, in ein neues Probengefäß transferiert und mit 500 l Isopropanol versetzt, nach 
kurzem Schütteln, zunächst 10 min bei RT und anschließend 30 min bei –20°C inkubiert. 
Hierdurch kommt es zur Ausfällung der RNA. Nach einer weiteren Zentrifugation (10 min, 
4°C, 12.000xg) wurde der Überstand verworfen, das Pellet in 1 ml 70% Ethanol gewaschen 
und nochmals 5 min bei 4°C mit 7500xg zentrifugiert. Das RNA-Pellet wurde getrocknet, in 
100 l RNAse-freiem Wasser aufgenommen und nach erfolgter Qualitätskontrolle bei –80°C 
gelagert. 
 
4.4.3 Kontrolle der RNA-Qualität mittels Agilent 2100 Bioanalyzer™ 
 
Nach erfolgter RNA-Isolierung wurde die gewonnene RNA auf ihre Qualität und daraus 
resultierende Verwendbarkeit für die konventionelle und quantitative PCR hin analysiert. Zur 
Anwendung kam hierbei das Bioanalyzer System von Agilent, als Ausschlusskriterium für die 
Verwendung der RNA in der qPCR wurde eine RIN (RNA integrity number) von 7 festgelegt. 
Die zu analysierenden RNA-Proben wurden nach Angaben des Herstellers aufgetragen und 
mittels ‚Agilent 2100 Expert’ Software entsprechend ausgewertet.    
 
4.4.4 Photometrische Bestimmung der RNA-Konzentration 
 
Die Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte photometrisch über die Absorption bei 
260 nm. Die zusätzliche Messung der Absorption bei 280 nm ermöglichte die Bestimmung 
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des Quotienten 260/280, welcher zusätzlich zur erfolgten Qualitätskontrolle Aufschluss über 
die Reinheit der Probe zu geben vermochte. 
 
4.5 cDNA Synthese 
 
Die in der Gesamt-RNA enthaltene messenger-RNA (mRNA) wurde durch eine rekombinante 
aviäre reverse Transkriptase in komplementäre DNA (cDNA) umgeschrieben, die dann als 
Matrize sowohl in der konventionellen als auch in der quantitativen Polymerase 
Kettenreaktion diente. 
Für die konventionelle Polymerase Kettenreaktion wurde das RevertAid™ H Minus First 
Strand cDNA Synthesis Kit9 verwendet, wohingegen zur Gewinnung von Matrizen für die 
quantitative Polymerase Kettenreaktion nach erfolgtem DNAse Verdau (DNAse110) das 
SuperscriptIII7 System Einsatz fand. Die Durchführung erfolgte nach Angaben der 
Hersteller.  
 
4.6 Erstellung von Primern 
 
4.6.1 Primer für die konventionelle Polymerase Kettenreaktion 
 
Die verwendeten PCR-Primer wurden mit der Primer Express 2.0 Software von Applied 
Biosystems erstellt. Dabei wurde auf einen Anteil an G/C-Nukleotiden von ca. 50%, die 
gleiche Annealing Temperatur zwischen Primer-Paaren und die Lage (möglichst ‚intron 
spanning’) geachtet. Als ‚intron spanning’ Primer bezeichnet man solche, die nur auf bereits 
gesplicter cDNA binden können, da sie zum Ende des einen und zu Beginn des anderen 
Exons liegen. Somit können sie keine genomische DNA amplifizieren.  
 
4.6.2 Primer für die quantitative Polymerase Kettenreaktion 
 
Auch für die qPCR-Primer fand die Primer Express Software von Applied Biosystems 
Verwendung. Allerdings wurde hier besonders auf die Größe des Amplikons (maximal 150 
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bp) und eine einheitliche Annealing Temperatur (59°C) aller Primer-Paare geachtet. Spezifität 
der Primerpaare wurde mittels Sequenzierung bestätigt und die Reproduzierbarkeit der 
Ergebnisse anhand einer linearen Standardkurve gewährleistet.   
 
4.7 Konventionelle Polymerase Kettenreaktion (PCR) 
 
Bei der PCR wird durch eine hitzeresistente DNA Polymerase mit Hilfe von spezifischen 
Primern eine bestimmte cDNA Sequenz amplifiziert. Dabei wird das PCR-Reaktions- 
gemisch mit Hilfe eines Thermocyclers für 5 sec auf 96°C erhitzt, um die cDNA zu 
denaturieren und anschließend 30 sec bei der Primer-spezifischen Temperatur inkubiert, 
damit die Primer an der passenden Sequenz der cDNA binden können. Dann folgt eine 
2-minütige Inkubation mit einer Polymerase-spezifischen Temperatur (72°C), bei der der 
komplementäre DNA-Strang synthetisiert wird. 
Diese drei Schritte werden 35-mal wiederholt. Am Ende wird die Reaktion noch einmal 
10 min bei der Polymerase-spezifischen Temperatur inkubiert und anschließend auf 4°C 
heruntergekühlt. 
 
4.7.1 Material 
 
Alle Reagenzien wurden bei -20°C aufbewahrt. 
 
 HotFirePol-DNA Polymerase11 
 
 10x Polymerase Puffer B11 
  
 Solution S11 
 
 dNTP 2mM9 
 
 MgCl2 Lösung 25mM11 
 
 Wasser für die Molekularbiologie 
 
Primer 1 pmol/ l 
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4.7.2 Durchführung 
 
Ansatz für eine PCR-Reaktion: 
 
1,3 l Wasser  
 
1,2 µl MgCl2 
 
1,5 l 10 x Puffer B 
 
1,5 l dNTP  
 
1,5 l Solution S 
 
3,0 l Primer sense (fw), Endkonzentration: 20 mM 
 
3,0 l Primer antisense (rv), Endkonzentration: 20 mM 
 
0,2 l DNA Polymerase (Endkonzentration 1U) 
 
Aus diesen Reagenzien wurde ein Mastermix angesetzt, welcher auf die einzelnen Ansätze 
verteilt wurde, und anschließend 3 l der gewünschten cDNA oder 3 l Wasser als 
Negativkontrolle dazu pipettiert.  
 
Die verschiedenen Ansätze wurden im Thermocycler auf die oben beschriebenen 
Temperaturen automatisch aufgeheizt bzw. abgekühlt und anschließend auf einem 
Agarosegel analysiert. 
 
4.8 Agarose-Gelelektrophorese 
 
Mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese kann die Größe von DNA-Stücken bestimmt 
werden, wie sie z.B. bei der PCR entstehen. Durch Anlegen einer konstanten Spannung 
werden die Stücke der Länge nach im Gel aufgetrennt und nach Ethidiumbromidfärbung unter 
UV-Licht sichtbar gemacht. Als Referenzgröße dient ein ebenso aufgetragener und gefärbter 
Marker. 
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4.8.1 Material 
 
EDTA-Lösung (0,5M, pH 8,0) 
 
186,1 g  Ethylen-Diamin-Tetra-Essigsäure (EDTA)-Dinatrium-Dihydrat 
(C10H14N2O8Na2 x 2H2O) 
20 g   Natriumhydroxid (NaOH)1 
 
ad 700 ml Aqua dest., pH 8,0 mit NaOH einstellen, bei RT lagern 
 
0,5xTBE Puffer 
 
54 g   Tris(hydroxymethyl)aminomethan1 
27,5 g  Borsäure8 
20 ml   EDTA-Lösung (0,5M, pH 8,0) 
 
ad 1 l Aqua dest., bei RT lagern 
 
1% Agarose 
 
0,5 g Agarose12 
50 ml 0,5xTBE Puffer 
 
vor Gebrauch ansetzen 
 
6x Loading Dye Solution (Ladepuffer)9  
 
GeneRuler™50bp DNA Ladder plus9  
 
Ethidiumbromid-Stammlösung 
 
10 mg Ethidiumbromid5 
 
ad 1 ml Aqua dest., bei 4°C lagern 
vor Gebrauch wurde die Lösung 1:1000 in Aqua dest. verdünnt 
 
4.8.2 Durchführung 
 
Die 1 %-ige Agarose wurde in einem Mikrowellenherd so lange erhitzt, bis sie vollkommen 
geschmolzen und die Lösung klar war. Anschließend wurde sie auf ca. 50°C abgekühlt und in 
eine Elektrophoresekammer mit Probentaschenkamm gegossen. Nachdem das Gel vollständig 
abgekühlt war, konnte der Probenkamm entfernt und das Gel mit 0,5xTBE-Puffer 
überschichtet werden. Die Proben wurden nun mit dem Ladepuffer vermischt (5 l PCR-
Produkt + 1 l 6x Loading Dye) und in die Probentaschen pipettiert. Als Referenz wurde eine 
Probentasche mit Marker befüllt. Danach wurde so lange eine konstante Spannung von 120 V 
an der Kammer angelegt, bis die Proben ausreichend weit im Gel aufgetrennt wurden. Die 
Material und Methoden  45 
 
beiden Farbstoffe Bromphenolblau und Xylen-Cyanol-FF im Ladepuffer und im Marker 
wurden dabei als Orientierung verwendet. Zur Sichtbarmachung der aufgetrennten DNA-
Fragmente wurde das Gel 30 min lang in einer Ethidiumbromid-Gebrauchslösung geschwenkt 
und anschließend unter UV-Licht photographiert. 
 
4.9 Quantitative Polymerase Kettenreaktion (qPCR) 
 
Die quantitative Polymerase Kettenreaktion (qPCR, auch Real Time RT-PCR) ist eine 
Vervielfältigungsmethode für Nukleinsäuren, die auf dem Prinzip der konventionellen 
Polymerase Kettenreaktion (PCR) beruht, und zusätzlich die Möglichkeit der Quantifizierung 
bietet. Die Quantifizierung wird mit Hilfe von Fluoreszenz-Messungen am Ende bzw. 
während eines PCR-Zyklus (daher der Name "Real Time"). Die Fluoreszenz nimmt 
proportional mit der Menge der PCR-Produkte zu, was eine Quantifizierung möglich macht. 
Eine gelelektrophoretische Auftrennung der Fragmente ist nicht nötig, die Daten sind sofort 
verfügbar.  
Als Fluoreszenzfarbstoff fand der interkalierende DNA-Farbstoff SYBR Green Verwendung, 
dessen Fluoreszenspektrum sich durch Einlagerung in doppelsträngige Nukleinsäuren 
verändert (s. Abb. 4.2). Allerdings muß bei der Verwendung von interkalierenden 
Farbstoffen, um unspezifische Signale auszuschließen, eine Schmelzkurvenanalyse durch-
geführt werden, anhand derer die Fragmentlänge(n) und dadurch die Spezifität abgeschätzt 
werden kann. 
 
 
Abb. 4.2 Wirkung eines interkalierenden Farbstoffs am Beispiel 
von SYBR Green 
Material und Methoden  46 
 
Bei einer Schmelzkurvenanalyse wird die DNA aufgeschmolzen, indem die Temperatur 
langsam kontinuierlich erhöht wird (57°C -> 95°C). Bei einer für das Fragment spezifischen 
Schmelztemperatur wird der Doppelstrang wieder ein einzelsträngiges Molekül, wobei der 
Fluoreszenzfarbstoff freigesetzt und eine Fluoreszenzabnahme registriert wird. Die Schmelz-
temperatur eines Fragmentes kann einfach visualisiert werden, indem die erste negative 
Ableitung dieser Schmelzkurve (-dF/dT) berechnet wird. In einem Graph dargestellt, resultiert 
der Wendepunkt der Schmelzkurve dann in einem Peak, dessen Maximum dem der Tm 
entspricht. Da die doppelsträngige DNA von spezifischen PCR-Produkten einen höheren 
Schmelzpunkt hat als unspezifisch entstehende Primerdimere, ist eine Unterscheidung 
möglich (s. Abb. 4.3). 
 
 
 
4.9.1 Material 
 
SYBR Green13 
 
Wasser für die Molekularbiologie 
 
qPCR Primer (5pmol/µl)  
 
 
 
 
Abb. 4.3 Stilisierte qPCR-
Schmelzkurve zur Darstellung 
der Unterscheidbarkeit von 
spezifischem Produkt und 
Primer Dimeren   
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4.9.2 Durchführung 
 
Ansatz einer qPCR-Reaktion: 
 
 12,5 l SYBR Green 
  
 8,5 l Wasser 
 
1,5 l Primer forward (fw), Endkonzentration: 30 mM 
 
1,5 l Primer reverse (rv), Endkonzentration: 30 mM 
 
Aus diesen Reagenzien wurde ein Mastermix angesetzt und anschließend 1 l der 
gewünschten cDNA (Template) oder 1 l Wasser als Negativkontrolle dazu pipettiert.  
 
Die verschiedenen Ansätze wurden im qPCR-Cycler nach folgendem Protokoll erhitzt: 
 
Initiationserhitzungsphase 1x 95°C 10min 
Amplifikationsphase 40x 95°C 15sec 
 
 59°C 1min 
Dissoziationsphase 1x 95°C 15sec 
  57°C 30sec 
  95°C 15sec 
 
4.9.3 Auswertung 
 
In der ersten Phase der Amplifikation einer qPCR ist die Amplifikatmenge derart begrenzt, 
dass ihre Fluoreszenz kaum detektierbar ist, während in der dritten Phase der Amplifikation 
die Menge der Produkte (DNA, Pyrophosphat, Monophosphatnucleotide) so stark ansteigt, 
dass es zur Hemmung durch diese kommt, häufiger Produktfragmente miteinander 
hybridisieren und die Substrate langsam verbraucht werden. Ein exponentieller und daher 
quantifizierbarer Anstieg findet sich nur in der Phase dazwischen, in welcher sich die 
Templatemenge bei jedem Zyklus verdoppelt. Um eine Vergleichbarkeit verschiedener 
Proben zu schaffen, wird der CT-Wert (Threshold Cycle = "Schwellenwert-Zyklus") 
verwendet, welcher im Bereich der exponentiellen Phase ermittelt wird (s. Abb. 4.4). 
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Zu beachten ist, dass ein hoher Ct-Wert für eine geringe Menge an Template spricht, welche 
erst spät ein Erreichen des Schwellenwertes ermöglicht.  
 
 
Abb. 4.4  Bedeutung des CT-Wertes 
 
4.10  RCAS Vektor-System 
 
Die RCAS Vektoren sind eine Gruppe von retroviralen Vektoren, welche aus dem SR-A 
Stamm des Rous-Sarkom-Virus (RSV), einem Mitglied der der Gruppe der aviären Sarkom-
Leukose-Viren (ASLV), entwickelt wurden. Die Bezeichnung RCAS steht für “Replication-
Competent ASLV long terminal repeat (LTR) with a Splice acceptor”. Diese Vektoren 
können verwendet werden, um Hühnerembryofibroblasten (CEFs) zu transfizieren und, unter 
Ausnutzung der Replikationskompetenz des Vektors, nach Injektion dieser CEFs in den 
Dottersack von befruchteten Hühnereiern auch die Zellen des Hühnerembryos mit zu 
infizieren. Somit ist es mit Hilfe der RCAS Vektoren möglich, bereits zu frühen 
Embryonalstadien ein Protein im Hühnerembryo zu exprimieren. 
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4.10.1 Klonierung von chBAFF/huBCMA in das RCAS Plasmid 
 
Im RCAS Plasmid liegt die virale Information in Form eines Provirus arrangiert vor. Die 
bakterielle Plasmid-Sequenz befindet sich zwischen zwei long terminal repeats (LTRs) und 
beinhaltet eine Ampicillin-Resistenz-Sequenz (s. Abb. 4.5).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.5  Aufbau des RCAS Plasmid 
Die für die Vermehrung eines Retrovirus notwendigen viralen Gene sind 
gag, pol und env. Gag trägt die Sequenz für das Protein der Viruskapsel, 
pol für das Enzym reverse Transkriptase und env für ein Glykoprotein, das 
in die das Virus umgebende Membranhülle eingebaut wird. 
  
Sequenzen für das Zytokin- (flagChBAFF) und das Decoy-Rezeptorkonstrukt (huBCMA-Fc) 
wurden enzymatisch aus den ursprünglichen Plasmiden herausgeschnitten und in das 
Adaptorplasmid Cla12 ligiert. Dadurch erhielten die Konstrukte die für die Insertion in RCAS 
notwendigen Schnittstellen für das Enzym ClaI und konnten in die spezifische ClaI 
Restriktionsstelle von RCAS ligiert werden. Hierfür wurde von den verschiedenen zur 
Verfügung stehenden RCAS-Vektoren RCAS-BP(A) gewählt, da die integrierte Brian-
Polymerase (BP) eine hohe Replikationsrate gewährleistet und Subtyp A die geringsten 
zytotoxischen Eigenschaften aufweist. 
Die Überprüfung der erfolgreichen Ligation und anschließenden Transformation kompetenter 
Bakterienstämme erfolgte mittels PCR und Restriktionsenzymverdau. Die Konstrukte wurden 
sequenziert und die für anschließende Experimente benötigte Orientierung der Konstrukte 
sichergestellt. Verwendung fand der RCAS Vektor mit inseriertem flagChBAFF Konstrukt in 
forward wie auch in reverse Orientierung. Das reverse-orientierte Konstrukt diente zum 
Ausschluss einer möglichen Beeinflussung der Ergebnisse durch den Vektor selbst. 
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Außerdem wurde der RCAS Vektor mit inseriertem huBCMA-Fc zur Induzierung eines 
BAFF-Mangels verwendet (s. Abb. 4.6).  
 
Abb. 4.6                              verwendete RCAS-Konstrukte 
Orientierung der zur Überexpression von flagChBAFF bzw. zur Induktion eines Mangels durch 
den Decoy-Rezeptor huBCMA-Fc konstruierte und verwendete RCAS-Konstrukte. Um eine 
Vektor-bedingte Beeinflussung auszuschließen, wurde auch ein das biologisch inaktive 
flagChBAFF reverse kodierender Vektor verwendet.    
 
4.10.2 Transfektion von Hühnerembryofibroblasten 
 
4.10.2.1 Material 
 
CEF Medium 
  
  460ml  Basal-ISCOVE Medium4  
  25ml FBS 
  10ml  Hühnerserum 
  5ml Penicillin/Streptomycin-Lösung 
 
CEF Medium mit 15% Glycerol 
 
  8,5 ml CEF Medium 
  1,5 ml Glycerol5 (steril) 
 
0,1 x TE 
 
1,21 g Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) 
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200 µl  EDTA 0,5 M (s. 4.8.1) 
 
ad 1000 ml Aqua dest., pH-Wert mit HCL auf 7,5 einstellen; Lagerung bei RT 
 
 
2x HBS Puffer (HEPES buffered saline) 
 
1,6 g  NaCl 
74 mg  KCl 
27 mg  Di-Natriumhydrogenphosphat-dihydrat (Na2HPO4 x 2H2O)  
0,2 g Glucose1 
 
ad 80 ml Aqua dest. und 5 ml 1M HEPES1 (50 mM), pH 7,05 mit NaOH 
einstellen, auf 100 ml auffüllen, steril filtrieren und aliquotiert bei -20°C lagern 
 
2 M Kalziumchlorid-Lösung 
 
2,94 g Kalziumchlorid (CaCl2)1 
 
ad 10 ml Aqua dest. 
steril filtrieren und aliquotiert bei -20°C lagern  
 
4.10.2.2 Durchführung 
 
Einen Tag vor Transfektion wurden die CEFs der Linie „0“, einer von endogenen Retroviren 
freien Fibroblastenlinie, in einer Dichte von 1-2x106 Zellen/Petrischale ausgesät.  
Nach dem Einstellen des für die Transfektion bestimmten Plasmids auf eine Konzentration 
von 40 g/ml in sterilem 0,1xTE wurde die Plasmid-Lösung bei 16.000xg für 10 min 
zentrifugiert, um eventuelle Verunreinigungen zu entfernen. Daraufhin wurden in einem 5ml 
Reaktionsgefäß 220 l der Plasmid-Lösung mit in einem 5 ml Reaktionsgefäß vorgelegten 
250 l HBS Puffer vermischt. Anschließend wurden langsam 31 l Kalziumchlorid-Lösung 
hinzugetropft und durch Luftzufuhr mittels 1 ml Pipette gemischt. Es folgte eine Inkubation 
von 25 min bei Raumtemperatur. Nach einmaliger Resuspension wurden 500 l der Plasmid-
Lösung tropfenweise über die CEFs, die gewaschen und mit 10 ml Medium versorgt 
vorlagen, verteilt. Es schloss sich ein Inkubationsschritt von 4 Stunden bei 37°C an. Danach 
wurden die CEFs in warmem PBS gewaschen, 2 min bei 37°C mit 15% Glycerol 
enthaltendem CEF-Medium inkubiert und nach einem letzten Waschschritt mit PBS wieder 
mit Medium versetzt. 24 h nach erfolgter Transfektion konnten die Zellen 1:4 geteilt werden, 
nach 48-72h waren die Kulturen zu annähernd 100% infiziert. Die Expression des Transgens 
konnte überprüft werden.    
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4.10.3 Nachweis der chBAFF und huBCMA Sekretion in CEF-Überständen 
 
Da für die angestrebte in vivo Applikation des Systems die extrazelluläre Verfügbarkeit von 
Zytokin und löslichem Rezeptor essentiell ist, wurde die Sekretion der Proteine in den 
Zellkulturüberstand mittels ELISA Verfahren (s. 4.11) überprüft.  
 
4.10.4 Injektion der transfizierten CEFs in Hühnerembryonen 
 
Um die Bedeutung von chBAFF bzw. dessen Neutralisation durch eine Expression des 
Decoy-Rezeptors huBCMA für die Embryonalentwicklung der Bursa untersuchen zu können, 
wurden befruchteten Hühnereiern an Embryonaltag 3 die transfizierten CEFs injiziert. Hierfür 
wurde die Kalkschale am stumpfen Eipol mittels eines Schleifwerkzeuges bis zur Eihaut hin 
eröffnet und 0,1 l der transfizierten CEFs in einer Konzentration von 1x107Zellen/ml 
vorsichtig in den Dottersack injiziert.  
Die Injektionsstelle wurde anschließend unter Verwendung von erhitztem Paraffin 
verschlossen und die Eier bis zum Embryonaltag 18 wieder in den Brüter überführt. 
 
4.10.5 Erfolgskontrolle der Transfektion der Hühnerembryonen 
 
Zur Erfolgskontrolle der Transfektion wurde bei der Organentnahme an Embryonaltag 18 (s. 
4.2.4) auch die Chorioallantoisflüssigkeit zum Test im ELISA nach 4.11 gewonnen. 
    
4.11  ELISA 
 
4.11.1 Material 
 
Beschichtungspuffer pH 9,6 
 
  3,11g Natriumcarbonat (Na2CO3 )1 
  6,00g Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3 )1    
 
  ad 1000ml A.bidest, pH 9,6 
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PBS-T 0,05% 
 
  0,5ml Tween20®1 
   
  ad 1000ml PBS (s. 1.2.1) 
 
Magermilchlösung 5% 
 
  5g Magermilchpulver1 
 
  ad 100ml PBS 
 
TMB-Puffer 
 
  8,2g Natriumazetat (CH3COONa)1  
  3,15g Zitronensäure-Monohydrat (C6H8O7 · H2O)1 
 
  ad 1000ml A.Bidest. 
 
TMB-Stammlösung 
 
  6mg 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin (TMB, C16H20N2)1 
 
  ad 1ml DMSO (Dimethylsulfoxid, C2H6OS) 
 
TMB-Gebrauchslösung 
 
  10ml TMB-Puffer 37°C 
  332µl TMB-Stammlösung 
  3µl 30% Wasserstoffperoxyd (H2O2)1 
 
  kurz vor Gebrauch ansetzen und sofort verwenden 
 
Schwefelsäure 1M 
 
  472ml A. dest. 
  28ml 96% Schwefelsäure (H2SO4)1 
 
  zuerst Wasser vorlegen, dann die Säure langsam unter Rühren zugeben 
 
Antikörper  
Antikörper 
Gebundenes 
Antigen 
Tierart 
Konzentration/ 
Verdünnung 
M25 Flag-Epitop Maus 1µg/ml 
IgG-Fraktion eines polyklonalen 
Kaninchen Antiserums (S120) 
chBAFF Kaninchen 5µg/ml 
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Ziege-anti-Kaninchen POD14 Kaninchen IgG Ziege 1:20.000 
Ziege-anti-human POD15 Humanes IgG Ziege 1:5000 
Tab. 4.1  Im ELISA verwendete Antikörper 
 
Negativkontrolle:  
 
PBS-T 
 
flagChBAFF-ELISA (s. Abb. 4.7) 
 
Beschichtung: 
 
M2 (anti-flag) 1µg/ml 
  
Primärer Antikörper: 
 
  IgG-Fraktion eines polyklonalen Kaninchen Antiserums (S120) 5µg/ml 
  
Sekundärer Antikörper: 
 
Ziege-anti-Kaninchen POD 1:20.000 
 
 
 
Abb. 4.7 flagChBAFF-ELISA 
Eine mit dem M2 anti-flag Antikörper beschichtete Platte 
wird mit flagChBAFF-haltigem Zellkulturüberstand bzw. 
Chorioallantoisflüssigkeit 60min inkubiert. Im nächsten 
Schritt wird die IgG-Fraktion aus anti-chBAFF 
Kaninchenserum aufgetragen und nach weiteren 60min 
eine erfolgte Bindung mittels eines Ziege-anti-Kaninchen-
POD Konjugats nachgewiesen.  
 
 
 
huBCMA-ELISA (s. Abb. 4.8) 
 
 Beschichtung: 
  
M2 (anti-flag) 1µg/ml 
Zellkulturüberstand stabil mit flagChBAFF transfizierter 293-Zellen (1:10) 
 
 Sekundärer Antikörper: 
 
  Ziege-anti-human POD 1:10.000 
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Abb. 4.8 huBCMA-ELISA 
Eine mit dem M2 anti-flag Antikörper beschichtete Platte 
wird mit flagChBAFF-haltigem Zellkulturüberstand 
inkubiert. Im nächsten Schritt wird huBCMA-Fc-haltiger 
CEF-Zellkulturüberstand bzw. Chorioallantoisflüssigkeit 
aufgetragen. Eine erfolgte Bindung an chBAFF wird 
mittels eines Ziege-anti-human-POD Konjugat 
nachgewiesen.  
 
 
 
Sofern keine anderen Angaben vorhanden, betrugen die Inkubationszeiten der einzelnen 
Schritte jeweils 1h bei 37°C. 
Zwischen jedem Schritt wurden die Platten jeweils dreimal mithilfe eines ELISA-Washers 
mit PBS-T gewaschen. 
Die Verdünnungen der primären Antikörper erfolgten jeweils mit Beschichtungspuffer, die 
Verdünnungen der sekundären Antikörper sowie der Chorioallantoisflüssigkeit (1:5) jeweils 
mit PBS-T. 
Um die Aussagekraft der ELISAs zu prüfen, wurden auf jeder Platte standardmäßig eine 
Positivkontrolle (chBAFF-ELISA: 293-Zellkulturüberstand (s. 4.3.2.1), huBCMA-ELISA: 
CEF Zellkulturüberstand (s. 4.10.2)) und eine Negativkontrolle (Blank) mitgeführt. 
 
4.11.2 chBAFF-ELISA 
 
NUNC-Maxisorp® 96-Loch-Platten16 wurden mit je 100µl/Delle der primären 
Antikörperverdünnung beschichtet und über Nacht bei 4°C inkubiert. 
Anschließend wurden die verbliebenen, freien Bindungsstellen durch Zugabe von 200µl/Delle 
5% Magermilchlösung blockiert. Danach erfolgte der Probenauftrag als log-2 Titration mit 
100µl/Delle des Zellkulturüberstandes der mit dem RCAS-chBAFF-Konstrukt in forward und 
reverse Orientierung transfizierten CEFs (unverdünnt) bzw. der Chorioallantoisflüssigkeiten 
(Ausgangsverdünnung 1:5) der entsprechend transfizierten Embryonen. 
Abschließend erfolgte die Inkubation mit 50µl/Delle des entsprechenden sekundären 
Antikörpers in der in Tab.1 angegebenen Verdünnung. 
Zur Entwicklung des ELISAs wurde nach Ablauf des letzten Inkubationsschrittes die kurz 
zuvor angesetzte TMB-Gebrauchslösung mit 100µl/Delle aufgetragen und die Platte im 
Dunkeln inkubiert. Nach 10min wurde die Reaktion mit je 50µl/Delle Schwefelsäure gestoppt 
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(Farbumschlag von Blau nach Gelb) und die Platte sofort bei 450nm photometrisch mit einem 
ELISA-Reader gemessen. 
Als Positivkontrolle diente flagChBAFF-haltiger 293-Zellkulturüberstand (Verdünnung 1:10), 
die Negativkontrolle wurde durch Auftrag von 100µl PBS-T anstatt der Probe erstellt. 
 
4.11.3 huBCMA-ELISA 
 
Um den Titer an huBCMA in Zellkulturüberstand bzw. Chorioallantoisflüssigkeit zu 
bestimmen, erfolgte die Beschichtung über Nacht ebenfalls mit 100µl/Delle M2 anti-flag. 
Nach dem Blockierungsschritt erfolgte der Auftrag von flagChBAFF (1:10) enthaltendem 293 
Zellkulturübertand von je 100µl/Delle. Nach Inkubation von einer Stunde bei 37°C wurde der 
CEF Zellkulturüberstand der mit dem huBCMA-RCAS-Konstrukt transfizierten Zellen bzw. 
die Chorioallantoisflüssigkeit der entsprechend transfizierten Embryonen als log-2 
Verdünnungsreihe aufgetragen. Daran anschließend wurde die Platte mit dem sekundären 
Antikörper (Ziege-anti-human-POD) inkubiert und wie unter 4.11.2 beschrieben entwickelt 
und gemessen. 
Als Positivkontrolle diente Zellkulturüberstand mit huBCMA transfizierter CEFs, als 
Negativkontrolle fungierte wiederum PBS-T. 
 
4.12  Durchflusszytometrie 
 
Die Messungen wurden an einem Fluorescence Activated Cell Scanner (FACScan®) 
durchgeführt und mit Cell Quest Pro und Flowjo 7.8 ausgewertet. 
 
4.12.1 Material 
 
 Fluo-Puffer 
 
  5g bovines Serumalbumin1 
  50mg Natriumazid (NaN3)1 
 
  ad 500ml PBS 
  Lagerung bei 4°C 
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 FACS-Puffer 
 
  100 mg NaN38 
  
   ad 1000 ml PBS 
 
 10x PBS  
 
40,00g  Natriumchlorid (NaCl) 
7,25g  Di-Natriumhydrogenphosphat-dihydrat (Na2HPO4 x 2H2O)  
1g  Kaliumchlorid (KCl) 
1g  Kaliumhydrogenphosphat (KH2PO4)  
 
ad 500ml Aqua dest 
   
  
 Paraformaldehyd (PFA) 4% 
 
  20g Paraformaldehyd8 
  
  ad 450ml A. bidest und 50ml 10x PBS 
 
Im Wasserbad bei 60°C für 1 Stunde rühren und nach Ablauf der Zeit das restliche 
PFA durch tropfenweise Zugabe von NaOH in Lösung bringen. Anschließend 50ml 
10xPBS zugeben. 
 
7-Amino-Actinomycin-D17 (7-AAD) 100µg/ml 
 
1mg 7-AAD  
 
ad 1ml Methanol1 zur Lösung und 9ml A. bidest, aliquotiert bei -20°C lagern 
 
CALTAG Counting Beads18 
 
Antikörper 
 
Maus-anti-Bu1-RPE15  
 
4.12.2 Lebend-Zellzahlbestimmung mittels beads 
 
Zellen wurden wie unter 4.3.2.2 nachzulesen behandelt, entnommen und mittels 
Zentrifugation (716xg) pelletiert. Nach Entfernung des Überstandes schloss sich eine 
Resuspension des Zellpellets in 500µl Fluo-Puffer an. Somit konnten mögliche 
Flüssigkeitsverluste während der Zeit in Kultur ausgeglichen und ein einheitlicher 
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Verdünnungsgrad für die sich anschließende Auswertung zugrunde gelegt werden. 50µl 
dieser Zellsuspension wurden nun entnommen und mit 10µl des Bu1-RPE Antikörpers (1:30 
verdünnt in Fluo-Puffer) und 10µl der CALTAG Counting Beads 20min auf Eis inkubiert. 
Nach Zugabe von 200µl Fluo-Puffer und 20µl 7-AAD (7-Amino-Actinomycin-D) zur 
Anfärbung toter Zellen durch Bindung an die DNA wurde die Zellsuspension im 
Durchflußzytometer gemessen. 
  
4.12.3 Auswertung 
 
Mittels FlowJo 7.8 (TreStar, Oregon, USA) nach Angaben der Bead-Hersteller 
ausgewertete FACS-Daten ergaben Zellzahlen, welche mittels zeitgleich gemessener Zahl an 
Beads nach folgender Formel zur Berechnung der Zahl lebender B-Zellen pro Milliliter 
verwendet werden konnten:  
 
Bu1+7-AAD--Zellen/Zahl an beads x 10.000 x Resuspensionsvolumen/50µl 
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5 Ergebnisse 
 
5.1 Etablierung von PCR-Primern für bcl-2 Familienmitglieder 
des Huhns 
 
Mit Hilfe von bekannten Gen-Sequenzen der bcl-2 Familienmitglieder des Huhns konnte eine 
Zusammenstellung an Primern für die konventionelle PCR erstellt werden. Diese Auswahl 
setzt sich aus anti-apoptotischen (bcl-2, bcl-xL, Nr13) und pro-apoptotischen Proteinen mit 
hoher (bak, bok) und geringerer Homologie zum bcl-2 (bid, bim) zusammen (s. Tab. 5.1).  
 
Genname Gensymbol 
Acc.-Nummer + 
Referenz 
Primer-Sequenz 
Bcl-2 homologous 
antagonist/killer 
bak 
NP_001026091 
[273] 
        
         	
B-cell CLL/ lymphoma 2 bcl-2 
NM_205339 
[251, 252] 
GGCTGCTGCTAGTGAGGTG (fw) 
GTCCAAGATAAGCGCCAAGA (rv) 
Apoptosis regulator bcl-x, 
long isoform 
bcl-xL 
NM_ 
001025304 
[258] 
AGATGGACAGCGTCCTCAAT (fw) 
GCAGCAGCGTTGTTCCCATA (rv) 
BH3 interacting domain 
death agonist 
bid 
NM_204552 
[287] 
       
  	
Bcl-2 interacting mediator 
of cell death 
bim 
BU448347 
[296] 
          
  	
BCL2-related ovarian 
killer 
bok 
NM_204706 
[280] 
ATCGCCCGCCAGCTGAACATCTC (fw) 
ACAGGGCGGTGGGGCTCATCTCT (rv)
anti-apoptotic NR13 Nr13 
NM_204522 
[264] 
          
  	
Tab. 5.1 Etabliertes PCR Primer Set für bcl-2 Familienmitglieder des Huhns 
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5.2 Transkriptionsänderungen von bcl-2 Familienmitgliedern 
unter flagChBAFF Stimulation 
 
Um die Anwendbarkeit der neuetablierten Primer auf die dieser Arbeit zugrunde liegende 
Fragestellung nach den von chBAFF induzierten Änderungen im Transkriptionsniveau der 
bcl-2 Familienmitglieder zu prüfen, wurde die aviäre B-Zelllinie DT40 verwendet. Diese aus 
bursalen B-Zellen entwickelte Zelllinie bot sich aufgrund ihres Ursprungs für erste in vitro 
Versuche an.  
DT40-Zellen wurden zum einen mit dem Zytokin chBAFF und zur Validierung der Methode 
auch mit dem Kinase-Inhibitor Staurosporin zur Apoptose-Induktion inkubiert. Nach unter-
schiedlichen Zeitpunkten (2, 4, 6, 8, 12, 24 und 48 h) wurden die Zellen entnommen, die 
mRNA wie in 4.4 beschrieben isoliert und für die konventionelle PCR-Reaktion zu cDNA 
umgeschrieben (s. 4.5).    
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 5.1   Analyse der mRNA Abundanz von bcl-2 Familienmitgliedern  
in DT40 Zellen nach Stimulation mit BAFF und Staurosporin 
DT40 Zellen wurden mit 5% BAFF-haltigem 293 Zellkulturüberstand (B), 
1mmol Staurosporin (S) oder Medium (K) kultiviert. Die mRNA Expression 
wurde mittels konventioneller PCR für die angegebenen Gene analysiert. 
(Staurosporin-Werte für 24+48 h fehlen, da zu diesen Zeitpunkten keine 
lebenden Zellen mehr vorhanden waren) 
 
Wie aus Abb. 5.1 ersichtlicht wird, konnte die PCR-Reaktion erfolgreich durchgeführt 
werden (ß-Actin als Positivkontrolle). Außerdem konnte gezeigt werden, dass sowohl die 
mRNA anti- (bcl-2) wie auch pro-apoptotitscher (bok, bim) Proteine nachgewiesen werden 
konnte. Auffällig ist zudem die nach 8 Stunden deutlich werdende Wirkung des 
Staurosporins. Dieses inhibiert die Proteinkinase C, was nach 24 Stunden Inkubation zum 
Verlust sämtlicher vitaler Zellen führt.  
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5.3 Transkriptionsänderungen von bcl-2 Familienmitgliedern 
während der physiologischen Bursa-Entwicklung 
 
Da sich die Analyse der Stimulation von DT40 Zellen in der klassischen PCR als wenig 
aussagekräftig erwies, stellte sich die Frage, ob diese Methode eventuell für die Darstellung 
der Vorgänge in vivo besser geeignet wäre. Hierfür wurden embryonale Organe zu 
Zeitpunkten, welche für die Bursaentwicklung von Bedeutung sind, ET10, 14 und 18 (s. 
2.1.2), entnommen, die RNA isoliert und zu cDNA umgeschrieben. Zudem sollten auch die 
Vorgänge in der Milz, einem Organ welches die peripheren lymphatischen Organe 
repräsentiert, dargestellt werden. Als Vergleichswerte wurden die Änderungen in der 
Transkription der bcl-2 Familienmitglieder in einem für die Immunogenese nicht relevanten 
Organ, dem Herzen, herangezogen. Auch sollte die weitere Organ-Entwicklung nach dem 
Schlupf (Tag 1) betrachtet werden. Zu diesem Zweck wurden Organe von Küken nach dem 
Schlupf bzw. drei Wochen danach von zu diesem Zeitpunkt juvenilen Hühnern gewonnen 
und entsprechend aufbereitet.  
Wie die Kontrollreaktion für ß-Actin zeigt, wurde in allen Proben die gleiche Menge cDNA 
eingesetzt (s. Abb. 5.2). Auch die pro- und anti-apoptotischen bcl-2 Familienmitglieder 
konnten zu allen untersuchten Zeitpunkten nachgewiesen werden. Aussagen über mögliche 
Unterschiede im Transkriptionsniveau der entsprechenden Gene waren allerdings nicht 
möglich.  
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Abb. 5.2 Analyse der mRNA Abundanz von bcl-2 
Familienmitgliedern in der Organogenese von 
Bursa, Milz und Herz 
Untersuchung der Transkriptionsniveaus der bcl-2 
Familienmitglieder wurden während ausgewählter 
Zeitpunkte der Embryogenese sowie der 
Entwicklung nach dem Schlupf wurden mittels 
konventioneller PCR wie unter 4.7 beschrieben 
durchgeführt.    
(ntc= non template control/Negativkontrolle, 
ET= Embryonaltag) 
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5.4 Etablierung einer quantitativen Nachweismethode für bcl-2 
Familienmitglieder des Huhns 
 
Wie aus den Abschnitten 5.2 und 5.3 ersichtlich, war es notwendig eine Methode zum 
quantitativen Nachweis von Unterschieden in der Abundanz der mRNA der bcl-2 
Familienmitglieder zur verwenden. Hierfür bot sich das Verfahren der quantitativen PCR an. 
Für dieses Verfahren wurden neue Primer generiert (s. Tab. 5.2), um den speziellen 
Ansprüchen an qPCR Primer Rechnung zu tragen. 
 
Genname Gensymbol 
Acc.- 
Nummer + 
Referenz 
Primer-Sequenz 
B-cell-activating 
factor 
BAFF 
NP_989658 
[158] 
TTCAGGCACCACGGGACTTT (fw) 
GCCCGGACCCTGTAGATCAG (rv) 
Bcl-2 
homologous 
antagonist/killer 
bak 
NP_ 
001026091 
[273] 
CTTGTTCGACAGCGGCATTA (fw) 
GGTTGCGCAGCATGAATTC (rv) 
B-cell CLL/ 
lymphoma 2 
bcl-2 
NM_205339 
[251, 252] 
GGATCGTCGCCTTCTTCGAG (fw) 
GCATCCCATCCTCCGTTGTC (rv) 
apoptosis 
regulator bcl-x, 
long isoform 
bcl-xL 
NM_ 
001025304 
[258] 
CTTTGTGCGTGGAGAGCGTG (fw) 
GCAGCAGCGTTGTTCCCATA (rv) 
BH3 interacting 
domain death 
agonist 
bid 
NM_204552 
[287] 
GCGCATGCTTCTCTTTGCTT (fw) 
CGGTCTGAAGTTCCCCATCA (rv) 
Bcl-2 interacting 
mediator of 
cell death 
bim 
BU448347 
[296] 
CCAGCACGGTTATCCAAGAAA (fw) 
CTTGCAAAAGAAATACAACCAGAAAT (rv) 
BCL2-related 
ovarian killer 
bok 
NM_204706 
[280] 
TGCTGCGAGGATGGAAGTG (fw) 
GACGCCTGCACGGATCAG (rv) 
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B6.1 chB6 
NM_205182 
[297] 
TGTGGACTAGGCCCATTGTG (fw) 
TCATGCAGCAACAGATGAGTGA (rv) 
anti-apoptotic 
NR13 
Nr13 
NM_204522 
[264] 
CGGATGGGACGGCTTCT (fw) 
TGCCGCTGCCATGATG (rv) 
Tab. 5.2 Etablierte qPCR Primer für bcl-2 Familienmitglieder des Huhns 
 
Neben den Primern für die pro- und anti-apoptotischen Proteine der bcl-2 Familie wurden 
auch Primer für chBAFF und chB6, einen spezifischen B-Zellmarker beim Huhn, entworfen. 
Besonderes Augenmerk wurde auf ein geringes Maß an möglicher Dimerisierung und 
auf eine hohe Spezifität der Primer gelegt. Letzteres wurde durch Sequenzierung eines jeden 
PCR-Produktes nachgewiesen. Für jedes neue Primerpaar wurde außerdem eine 
Standardkurve (7 log10 Verdünnungsschritte) erstellt, welche es ermöglichte, Aussagen über 
die Effizienz und die Linearität der qPCR-Reaktion im relevanten Bereich zu machen. So 
wurde als Norm für die Linearität ein Korrelationskoeffizient über die sieben 
Verdünnungsstufen von mindestens 98% definiert. Zudem mussten die Primer über eine 
Effizienz von mindestens 80% verfügen. 
Die Auswertung der mittels qPCR generierten Daten erfolgte nach folgendem Schema. Dabei 
zu beachten ist, dass höhere Ct-Werte geringere Mengen an Template bedeuten, da bei einer 
geringeren Menge an Template der Schwellenwert (threshold) später erreicht wird und somit 
der Ct-Wert höher ist (s. Abb. 4.4): 
 
1. Normalisierung: 
Um die Vergleichbarkeit der ermittelten Werte zu gewährleisten und mögliche 
Unterschiede in der eingesetzten cDNA-Menge auszugleichen, wurden die Ct-
Werte von jedem Gen auf den Ct-Wert der 18s rRNA normalisiert. Diese hatte 
sich gegenüber anderen Housekeeping-Genen (GAPDH, ßActin) als am 
konstanteten und am wenigsten reguliert erwiesen:  
(Ct Gen – Ct 18s rRNA= Ct). 
 
2.a.) Standardisierung: 
Änderungen im Transkriptionsniveau wurden durch Berechnung der Differenz 
zwischen dem Ct-Wert der Probe und des verwendeten Kalibrators 
(unbehandelte Kontrollen/ Transkriptionsniveau an ET10) darstellbar gemacht: 
      ( Ct Gen – Ct Gen Kalibrator = Ct). 
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2.b) Transkriptionsniveauunterschiede pro B-Zelle: 
Um Aussagen über die aufgetretenen Veränderungen in Bezug auf die Zahl der 
B-Zellen machen zu können, wurde der Ct-Wert des B-Zellmarkers chB6 
verwendet. Mit Hilfe dieses Markers war es möglich, die vorhandenen 
Unterschiede in der B-Zellzahl zu berücksichtigen: 
   ( Ct Gen – Ct chB6 = Ct Gen/B-Zelle) 
 
3. Expressionsniveau 
Zur Verdeutlichung der relativen Unterschiede in der Abundanz der mRNA 
der verschiedenen pro- und anti-apoptotitschen Gene wurde der Ct-Wert in 
das Expressionsniveau umgerechnet: 
    2 - 
    Ct bzw. -     Ct /B-Zelle 
(Für diese Berechnung wurde eine Effizienz von 100% zugrunde gelegt, was 
einer Verdopplung pro qPCR-Zyklus (Basis 2) entspricht)  
 
5.5 Quantitative Bestimmung des Transkriptionsniveaus 
ausgesuchter Gene während der physiologischen Bursa-
Entwicklung 
 
Mit dem nun zur Verfügung stehenden quantitativen Nachweisverfahren wurde die 
physiologische Entwicklung der Bursa erneut zur Generierung eines Referenzwertes für die 
Bewertung möglicher durch chBAFF induzierter Änderungen herangezogen.  
Im Zuge der Bursa-Entwicklung von der ersten Anlage über die Immigration und 
Proliferation der B-Zellen bis hin zur beginnenden Rückbildung der Bursa vor der 
Geschlechtsreife kommt es zu einem steten Anstieg der Transkription pro-apoptotischer 
Proteine in diesem Organ (s. Tab. 5.3 und Abb. 5.3 A). Besonders deutlich wird dies am 
Transkriptionsniveau von bok, welches beim adulten Tier 26 mal dem Wert an Embryonaltag 
10 entspricht. Auch das Niveau an transkribiertem bim (ca. 5fach erhöht beim Adulten) 
spricht für den Anstieg der Transkription pro-apoptotischer bcl-2 Familienmitglieder im Zuge 
der Organogense der Bursa.    
Die Transkriptionsniveaus anti-apoptotischer Proteine zeigen während der Organogenese der 
Bursa einen leichten Anstieg im Transkriptionsniveau von bcl-xL (ca. 6fach) und Nr13 (2fach 
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beim adulten Tier) im Vergleich zum Niveau an Embryonaltag 10 und eine deutliche 
Verminderung des Transkriptionsniveaus von bcl-2, welches besonders an Embryonaltag 18 
(um ein 8-faches vermindert bzw. nur 12,5% des Wertes an Embryonaltag 10) auffällig wird  
(s. Tab. 5.3 und Abb. 5.3 B).  
 
 
Tab. 5.3 und Abb. 5.3 Expressionsniveaus der bcl-2 Familienmitglieder während der Bursa Entwicklung  
Embryonale Bursen wurden zu den angegebenen Zeitpunkten entnommen, ihre mRNA isoliert und der cDNA-
Synthese zugeführt. Dargestellt werden die Ergebnisse der durchgeführten qPCR-Reaktion, welche auf das 
Houskeeping-Gen 18s rRNA normalisiert und auf den   Ct-Wert an ET10 standardisiert wurden. A pro-, B anti-
apoptotische bcl-2 Familienmitglieder. Der t-test wurde jeweils zwischen ET18 und Tag1 bzw. Tag1 und 3 
Wochen alt (Adult) durchgeführt. ET10/ET14: Bursa-Organpools von 25/20 Tieren, ET18: 5, Tag1: 3, Adult: 2 
Tiere. (ET= Embryonaltag, Ct= Cycle Threshold)    
 
 
Es konnte bereits gezeigt werden, dass dem Zytokin chBAFF in der Entwicklung der Bursa 
eine wichtige Rolle zukommt [13]. Daher bot es sich an auch die Transkription dieser 
Zytokins zu wichtigen Zeitpunkten der Organogenese zu untersuchen (s. Tab. 5.4 und Abb. 
5.4 A). Zur Verdeutlichung von Entwicklung und Bedeutung der Bursa als dem Organ der B-
Zellreifung beim Huhn erschien zudem die Entwicklung der B-Zellzahl während dieser Zeit 
von Interesse und die Höhe der Transkription des Hühner B-Zellmarkers chB6 wurde als 
Repräsentant der B-Zellzahl herangezogen (s. Tab. 5.4 und Abb. 5.4 B). Deutlich wird ein 
starker Anstieg von chBAFF in der Bursa nach dem Embryonaltag 10. So ist an 
Embryonaltag 14 bereits 23mal mehr chBAFF Transkript in der Bursa nachzuweisen, an 
 ET14 ET18 t-test Tag1 t-test Adult 
bak -1,02 0,84 
± 1,27 
0,04 2,84 
± 0,34 
0,16 2,08 
± 0,62 
bid 1,05 -2,56 
± 0,69 
0,17 -1,67 
± 0,93 
0,01 1,85 
± 0,01 
bim 1,03 1,62 
± 0,11 
0,07 1,84 
± 0,14 
<0,01 4,73 
± 0,59 
bok 1,30 11,31 
± 1,42 
0,01 18,72 
± 3,56 
0,09 26,02 
± 2,50 
 ET14 ET18 t-test  Tag1 t-test  Adult 
bcl-2 1,20 -8,14 
± 2,11 
0,62 -7,20 
± 2,66 
0,39 -5,23 
± 0,03 
bcl-xl -1,10 1,81 
± 1,42 
0,02 4,75 
± 0,67 
0,15 5,70 
± 0,00 
Nr13 1,18 1,29 
± 0,32 
0,44 1,51 
± 0,45 
0,16 2,15 
± 0,10 
B
A
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ET18 die 9fache Menge und am Tag des Schlupfes 20fach mehr bzw. beim adulten Tier 
38fach mehr als an ET10. Die Abundanz der mRNA von chB6 steigt fast linear von der 
50fachen Menge an ET14, dem 800fachen an ET18, dem 1100fachen am Tag des Schlupfes 
bis hin zum 2200fachen der Menge an ET10 beim adulten Tier.   
 
 
 
 
 
 
Tab. 5.4 und Abb. 5.4 Expressionsniveaus der bcl-2 Familienmitglieder während der Bursa Entwicklung  
Embryonale Bursen wurden zu den angegebenen Zeitpunkten entnommen, ihre mRNA isoliert und der cDNA-
Synthese zugeführt. Dargestellt werden die Ergebnisse der durchgeführten qPCR-Reaktion, welche auf das 
Houskeeping-Gen 18s rRNA normalisiert und auf den   Ct-Wert an ET10 standardisiert wurden. Zur 
Verdeutlichung als Diagramm dargestellte Änderungen in der Konzentration von A chBAFF und B dem Hühner 
B-Zell Marker chB6 mRNA. Der t-test wurde jeweils zwischen ET18 und Tag1 bzw. Tag1 und 3 Wochen alt 
(Adult) durchgeführt. ET10/ET14: Bursa-Organpools von 25/20 Tieren, ET18: 5, Tag1: 3, Adult: 2 Tiere. 
(ET= Embryonaltag, Ct= Cycle Threshold)    
 
Wie aus Tab. 5.4 Tab. 5.4 und Abb. 5.4 B hervorgeht, steigt die Konzentration an chB6 
mRNA und somit an B-Zellen in der Bursa während der Entwicklung vor und nach dem 
Schlupf stark an. Somit könnten die in Tab. 5.3 und Abb. 5.3 dargestellten Änderungen in 
den mRNA-Konzentrationen der bcl-2 Familienmitglieder lediglich aufgrund des Anstiegs 
der B-Zellzahl zustande kommen. Um diesem Umstand Rechnung zu tragen, erschien auch 
eine Betrachtung des mRNA-Gehaltes an bcl-2 Familienmitgliedern pro B-Zelle von 
Interesse (s. Tab. 5.5 und Abb. 5.5). Da an ET10 noch keine B-Zellen in der Bursa zu finden 
sind wurde dieser Wert nicht in die Darstellung miteinbezogen. 
 
 
 ET14 ET18 t-test Tag1 t-test Adult 
BAFF 23,51 9,21 
± 8,17 
0,08 20,71 
± 3,97 
0,01 38,37 
± 2,88 
chB6 51,11 809,70 
± 205,29 
0,16 1177,82 
± 465,82 
0,08 2222,16 
± 357,86 
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Tab. 5.5 und Abb. 5.5 Expressionsniveaus der bcl-2 Familienmitglieder bezogen auf die chB6 Expression 
während der Bursa Entwicklung  
Embryonale Bursen wurden zu den genannten Zeitpunkten entnommen, ihre mRNA isoliert und der cDNA-
Synthese zugeführt. Dargestellt werden die Ergebnisse der durchgeführten qPCR-Reaktion, welche auf das 
Houskeeping-Gen 18s rRNA normalisiert und auf den   Ct-Wert des Hühner B-Zell Markers chB6 standardisiert 
wurden. A pro-, B anti-apoptotische bcl-2 Familienmitglieder. Der t-test wurde jeweils zwischen ET18 und 
Tag1 bzw. Tag1 und 3 Wochen alt (Adult) durchgeführt. ET10/ET14: Bursa-Organpools von 25/20 Tieren, 
ET18: 5, Tag1: 3, 3 Wochen: 2 Tiere. 
(ET= Embryonaltag, Ct= Cycle Threshold)    
 
 
Für die mRNA Abundanz pro bursaler B-Zellen lässt sich demnach feststellen:  
Unter den pro-apoptotisch wirkenden bcl-2 Familienmitgliedern wird die mRNA 
Konzentration von bak und bim im Laufe der Bursaentwicklung auf die Frequenz der B-
Zellen bezogen weniger, auch bid wird im Vergleich zu dem Niveau an ET14 an ET18 nur 
ungefähr ein Fünftel mal so oft transkribiert. Das in Bezug auf das gesamt Organ in seiner 
Abundanz stark zunehmende bok erweist sich in seiner auf die B-Zellfrequenz bezogene 
Konzentration als höchst konstant. Auch bei den anti-apoptotischen bcl-2 
Familienmitgliedern relativiert sich der auf die gesamte Bursa bezogen beobachtete Effekt 
des Anstiegs in der Menge an bcl-xL Transkript. Dessen mRNA Konzentration bleibt auf die 
B-Zellfrequenz bezogen unveränderlich. Aus der im gesamt Organ beobachteten konstanten 
Menge an Nr13 mRNA wird nun im Hinblick auf die B-Zellfrequenz ein deutlicher 
 ET14 ET18 t-test Tag1 t-test Adult 
bak -6,57 -56,08 
± 13,13 
0,71 -51,58 
± 19.93 
0,09 -143,52 
± 64,51 
bid 3,36 -12,70 
± 4,55 
0,44 -10,45 
± 0,56 
0,03 -7,45 
± 1,24 
bim -11,49 -107,81 
± 25,73 
0,28 -149,08 
± 62,31 
0,50 -110,99 
± 31,31 
bok 2,01 0,75 
± 1,12 
0,41 1,35 
± 0,40 
<0,01 
-1,09 
± 0,07 
 ET14 ET18 t-test Tag1 t-test Adult 
bcl-2 1,75 -80,98 
± 22,15 
0,35 -124,57 
± 82,52 
0,64 -157,43 
± 26,37 
bcl-xl 2,19 -2,32 
± 0,55 
0,47 -1,98 
± 0,60 
0,10 -3,20 
± 0,52 
Nr13 -4,44 -65,49 
± 16,34 
0,41 -83,13 
± 41,67 
0,53 -105,52 
± 12,04 
B
A
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Rückgang. Wie bereits global für die Bursa festgestellt, nimmt auch die Konzentration an 
bcl-2 mRNA auf die B-Zellfrequnz bezogen deutlich im Laufe der Organogenese ab. 
 
5.6 Transkriptionsniveau der bcl-2 Familienmitglieder in 
stimulierten Milzlymphozyten 
 
Um die molekularen Vorgänge der bereits beschriebenen Wirkung von BAFF auf B-Zellen in 
vitro, namentlich eine größere Zahl an lebenden B-Zellen als in den unbehandelten 
Kontrollen, zu untersuchen und somit auch die Grundlage für weitere Untersuchungen zu 
schaffen, wurden isolierte Milzzellen von drei 6 Wochen alten Hühnern mit chBAFF 
stimuliert. Als Kontroll- und Vergleichsstimulantien fanden zudem bei allen das Zytokin 
CD40L, der Apoptose-Induktor Staurosporin und das unselektive Mitogen PMA (Phorbol-
12-Myristat-13-Azetat) Verwendung.  
Wie aus Abb. 5.6 hervorgeht, kam es auch in diesem Versuch zu einer höheren Zahl an 
lebenden B-Zellen nach 24 und 48 h Kultur mit chBAFF (etwa doppelt so viel lebende Zellen 
nach 24 h Kultur gegenüber den Kontrollen). Ebenfalls mehr lebende Lymphozyten als in 
den unbehandelten Kontrollen fanden sich in den mit PMA behandelten Ansätzen (etwa die 
doppelte Zahl an lebenden Zellen im Vergleich zur Kontrolle nach 24 h). Ein deutlicher 
Abfall in der Zahl an lebenden B-Zellen ergab sich unter Staurosporin-Behandlung (nur 50% 
der lebenden Zellen der Kontrolle nach 24 h bzw. ein Zehntel nach 48 h). Deutlich wird der 
Effekt der Inkubation mit CD40-Ligand besonders nach 48 h, zu diesem Zeitpunkt hat sich 
die Zahl stimulierter Zellen im Vergleich zur eingesetzten Zahl fast verdreifacht.  
 
 
 
  
 
 
Abb. 5.6 Relative Zahl lebender B-Zellen nach 24 und 48 h in Kultur 
Die Milzen von drei 6 Wochen alten Tieren wurden entnommen und die Lymphozyten wie unter 4.2.3 
beschrieben isoliert. Die Inkubation erfolgte in B-Zell Medium bzw. unter Zugabe von 5% chBAFF-haltigem 
Zellkulturüberstand, Staurosporin (1mMol/ml), 20 ng/ml PMA und 0,5 µg/ml CD40L. Die Kontrollansätze 
wurden nur in Medium kultiviert. Um vergleichbare Skalen für den 24 (A) und 48h (B) Wert verwenden zu 
können, wurde die Stimulation mit CD40L gesondert dargestellt (C). * = signifikant unterschieldich zur 
Kontrolle (P < 0,05; student’s t-test ).  (PMA = Phorbol-12-Myristat-13-Azetat)   
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5.6.1 Stimulation mit chBAFF 
 
Betrachtet man nun die zugrundeliegenden Vorgänge auf Transkriptomebene mittels 
quantitativer PCR, so fällt auf, dass das Niveau an pro-apoptotischen bcl-2 
Familienmitgliedern in mit chBAFF stimulierten B-Zellen nach 24 h im Vergleich zur 
Kontrolle stark reduziert ist (s. Tab. 5.6 und Abb. 5.7). So ist die Menge an Transkript für 
bak, bid und bok nach chBAFF Stimulation signifikant erniedrigt gegenüber den Kontrollen. 
Bak wird 12, bid 7 und bok 8mal weniger transkribiert als in den unbehandelten 
Kontrollzellen nach 24 h. Auch die mRNA Abundanz des pro-apoptotisch wirkenden 
Proteins bim ist, wenn auch nicht signifikant, so doch deutlich erniedrigt. Es wird nach 24 h 
chBAFF Inkubation fast 20mal seltener transkribiert als in den Kontrollen.  
Bei den anti-apoptotischen bcl-2 Familienmitgliedern fällt ebenfalls eine generelle 
Verringerung des Transkriptionsniveaus im Vergleich zur Kontrolle auf. Bcl-2 wird circa 8, 
Nr13 9 und bcl-xL sogar 13mal seltener transkribiert als in den Kontrollzellen.  
Transkript für endogenes BAFF ist unter chBAFF Stimulation ebenfalls seltener zu finden als 
bei den unbehandelten Kontrollen, es wird nach 24 h 3mal seltener gebildet. Auch der 
Hühner B-Zellmarker chB6 wird nach 24 h 3mal weniger transkribiert als in den Kontrollen, 
allerdings ist sein Niveau nach 8 h signifikant erhöht. Es ist zu diesem Zeitpunkt etwa 3mal 
so hoch wie in den Kontrollen. 
 8 h t-test 24 h t-test 
BAFF -0,79 
± 0,48 
0,10 1,75 
± 2,35 
0,33 
bcl-2 -1,03 
± 0,43 
0,05 2,76 
± 0,39 
0,01 
bcl-xl -1,12 
± 1,18 
0,24 3,69 
± 0,45 
<0,01 
Nr13 -0,87 
± 1,02 
0,28 3,19 
± 0,92 
0,03 
bak -0,87 
± 0,66 
0,15 3,59 
± 0,58 
0,01 
bid -1,23 
± 1,23 
0,23 2,86 
± 0,89 
0,03 
bim -0,74 
± 0,86 
0,28 4,30 
± 3,06 
0,14 
bok -0,44 
± 0,85 
0,46 3,00 
± 0,89 
0,03 
chB6 -1,45 
± 0,37 
0,02 1,69 
± 1,32 
0,16 
Tab. 5.6 und Abb. 5.7     Ct-Werte und Expressionsniveaus 
ausgewählter Gene in Milzlymphozyten nach 8 und 24 h 
Inkubation mit chBAFF 
Milzlymphozyten wurden zu den angegebenene Zeitpunkten 
entnommen, mRNA isoliert und zu cDNA umgeschrieben. In 
der Tabelle dargestellt sind die auf den Ct-Wert der 18s rRNA 
normalisierten und auf den   Ct-Wert der Kontrollen 
standardisierten     Ct-Werte der durchgeführten qPCR-
Reaktion. Zur Verdeutlichung wurden diese als 
Expressionsniveaus in der Abbildung rechts dargestellt. Der t-
test wurde auf   Ct-Ebene zwischen Kontrollen und stimulierten 
Zellen durchgeführt (n=3).     
Ergebnisse  70 
 
5.6.2 Stimulation mit chCD40-Ligand 
 
CD40-Ligand ist wie BAFF ein Zytokin aus der Tumornekrosefaktor Familie und zeichnet 
sich ebenfalls dadurch aus, dass eine Stimulation mit CD40L zu höheren Zahlen an lebenden 
B-Zellen in Kultur führt. Anders als BAFF bewirkt die Zugabe von CD40-Ligand allerdings 
eine Proliferation der B-Zellen. Da auch chCD40L zur Verfügung stand, sollte untersucht 
werden, in wie weit sich die Stimulation mit CD40L auf die Transkriptionsniveaus von pro- 
und anti-apoptotischen Proteinen der bcl-2 Familie, auf das Niveau an chBAFF sowie auf die 
Transkription des B-Zellmarkers chB6 auswirken würde. 
Auf die Transkription der pro-apoptotischen bcl-2 Familienmitglieder wirkt sich die 
Stimulation mit CD40L unterschiedlich aus (s. Tab. 5.7 und Abb. 5.8). So kommt es zu einer 
im Vergleich zur Kontrolle 3mal höheren Transkription von bak bereits nach 8 h. Eine 
Wirkung, dich sich nach 24 h (2fach niedrigere mRNA Abundanz) umkehrt. Auch das 
Transkriptionsniveau von bid ist gegenüber der Kontrolle nach 8 h (13mal) erhöht, und fällt 
auch nach 24 h (2mal mehr) nicht unter das Niveau der Kontrolle ab. Diese Tendenz zeigen 
allerdings die Transkriptmengen von bim und bok, die nach 8 h erst steigen (4 bzw. 2fach zur 
Kontrolle) und dann nach 24 h unter dem Wert der Kontrollen sinken (1,5 bzw 2mal 
weniger). 
Bei den anti-apoptotischen bcl-2 Familienmitgliedern fällt besonders die im Vergleich 
zu dem Wert in den Kontrollen 10mal höhere Menge an bcl-xL Transkript nach 8 h auf. 
Allerdings ist bereits nach 24 h das Niveau zwischen Kontrollen und stimulierten Zellen 
wieder gleich. Bcl-2 mRNA hingegen liegt auch noch nach 24 h marginal erhöht gegenüber 
den Kontrollen vor. Allerdings erreicht sie nicht den Mengenunterschied von Nr13, welches 
nach 8 h 5mal öfter in stimulierten Zellen transkribiert wird als in den Kontrollen. 
BAFF wird erst vermehrt (2fach) und nach 24 h seltener (um Faktor 3 weniger) transkribiert 
als in den unbehandelten Zellen. Die mRNA des B-Zell Markers chB6 liegt unter CD40L 
Stimulation immer in einer größeren Menge vor, als in den Kontrollen. So wird er nach 8 h 
10mal und nach 24 h noch doppelt so oft transkribiert.  
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5.6.3 Vergleich der Wirkung von chBAFF und chCD40-Ligand 
 
Aufgrund der beobachteten deutlichen Unterschiede in der Stimulation mit chBAFF bzw. 
chCD40L erschien auch ein direkter Vergleich dieser beiden TNF Familienmitglieder von 
Interesse (s. Tab. 5.8 und Abb. 5.9). Das anti-apoptotisch wirkende chBAFF und der 
proliferativ wirkende CD40L unterscheiden sich im Expressionsniveau der bcl-2 
Familienmitglieder deutlich. Bereits nach 8 h wird sichtbar, dass unter CD40L Stimulation 
allgemein eine größere Menge an Transkripten der ausgewählten Gene vorliegt. Besonders 
deutlich wird dies nach 24 h, zu diesem Zeitpunkt transkribieren Lymphozyten unter CD40L-
Einfluß 10mal mehr von dem anti-apoptotisch wirkenden bcl-xL, 8mal mehr bcl-2 und 6mal 
mehr Nr13 als mit BAFF stimulierte Zellen.  
An pro-apoptotisch wirkenden bcl-2 Familienmitgliedern werden besonders bid und bim 
(beide 15mal) nach 24 h häufiger transkribiert als unter chBAFF-Stimulation. Hierbei ist zu 
beachten, dass bim bereits im Vergleich CD40L zur Kontrolle seltener transkribiert wurde. 
Somit wird die durch BAFF-Stimulation verursachte starke Reduktion im Niveau an bim 
mRNA (15mal weniger als unter CD40L-Stimulation) deutlich. Abschließend fällt im 
 8 h t-test 24 h t-test 
BAFF -1,35 
± 2,66 
0,47 1,65 
± 0,89 
0,08 
bcl-2 -1,21 
± 3,74 
0,63 -0,28 
± 2,08 
0,84 
bcl-xl -3,39 
± 3,20 
0,21 0,37 
± 1,34 
0,68 
Nr13 -2,38 
± 3,10 
0,31 0,60 
± 2,15 
0,68 
bak -1,77 
± 2,95 
0,41 1,05 
± 1,12 
0,25 
bid -3,78 
± 2,58 
0,13 -1,10 
± 2,74 
0,56 
bim -2,11 
± 2,70 
0,31 0,42 
± 2,81 
0,82 
bok -1,41 
± 3,07 
0,51 1,22 
± 2,54 
0,49 
chB6 -3,33 
± 2,26 
0,13 -0,89 
± 1,27 
0,35 
Tab. 5.7 und Abb. 5.8     Ct-Werte und Expressionsniveaus 
ausgewählter Gene in Milzlymphozyten nach 8 und 24 h 
Inkubation mit CD40L 
Milzlymphozyten wurden zu den angegebenene Zeitpunkten 
entnommen, mRNA isoliert und zu cDNA umgeschrieben. In 
der Tabelle dargestellt sind die auf den Ct-Wert der 18s rRNA 
normalisierten und auf den   Ct-Wert der Kontrollen 
standardisierten     Ct-Werte der durchgeführten qPCR-
Reaktion. Zur Verdeutlichung wurden diese als 
Expressionsniveaus in der Abbildung rechts dargestellt. Der t-
test wurde auf   Ct-Ebene zwischen Kontrollen und stimulierten 
Zellen durchgeführt (n=3).     
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Vergleich chBAFF und chCD40L auf, dass unter CD40L Stimulation deutlich mehr chB6 
(nach 8 h 3, nach 24 h 6mal mehr) gebildet wird als in BAFF stimulierten Zellen.     
 
 
 
 
 
 
 
 
 8 h t-test 24 h t-test 
BAFF -0,55 
± 0,73 
0,73 -0,10 
± 0,96 
0,96 
bcl-2 -0,18 
± 0,94 
0,94 -3,04 
± 0,17 
0,17 
bcl-xl -2,27 
± 0,20 
0,20 -3,32 
± 0,06 
0,06 
Nr13 -1,51 
± 0,57 
0,57 -2,60 
± 0,11 
0,11 
bak -0,89 
± 0,60 
0,60 -2,54 
± 0,03 
0,03 
bid -2,55 
± 0,34 
0,34 -3,96 
± 0,08 
0,08 
bim -1,37 
± 0,35 
0,35 -3,88 
± 0,13 
0,13 
bok -0,97 
± 0,69 
0,69 -1,78 
± 0,20 
0,20 
chB6 -1,88 
± 0,28 
0,28 -2,58 
± 0,11 
0,11 
Tab. 5.8 und Abb. 5.9     Ct-Werte und Expressionsniveaus 
ausgewählter Gene im Vergleich CD40L- und BAFF-
Stimulation 
Milzlymphozyten wurden zu den angegebenene Zeitpunkten 
entnommen, mRNA isoliert und zu cDNA umgeschrieben. In 
der Tabelle dargestellt sind die auf den Ct-Wert der 18s rRNA 
normalisierten und auf den   Ct-Wert der BAFF-stimulierten 
Zellen standardisierten     Ct-Werte der durchgeführten qPCR-
Reaktion. Zur Verdeutlichung wurden diese als Expressions-
niveaus in der Abbildung rechts dargestellt. Dem Wert 1 
entspricht hierbei die mRNA Abundanz in mit BAFF 
stimulierten Zellen. Der t-test wurde auf   Ct-Ebene zwischen 
Kontrollen und stimulierten Zellen durchgeführt (n=3).     
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5.7 Auswirkungen des Alters auf das Überleben von B-Zellen aus 
der Milz in Kultur 
 
Während bei Hühnern im Alter von sechs Wochen die Bursa noch funktionsfähig ist und hier 
kontinuierlich B-Zellen reifen, ist sie bei Tieren im Alter von 6 Monaten bereits involuiert. 
Es können sich keine weiteren B-Zellen entwickeln und Hühner müssen während ihrers 
adulten Lebens auf den B-Zellpool zurückgereifen, den sie vor der Geschlechtsreife in der 
Bursa generiert haben. Bereits in früheren Versuchen war aufgefallen, dass sich B-Zellen aus 
der Milz juveniler Tiere mit aktiver Bursa in ihrer Überlebensrate in Kultur deutlich von 
denen adulter Tiere unterschieden. Auch bei der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, 
dass jene von adulten Tieren (6 Monate) deutlich länger als die von jüngeren Tieren (6 
Wochen) überlebten (s. Abb. 5.10). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 5.10 Vergleich der Zahl lebender B-Zellen aus den Milzen juveniler und adulter Tiere nach 24 h 
und 48 h Inkubation mit verschiedenen Stimulantien 
Milz-Lymphozyten von drei 6 Wochen (jung) und vier 6 Monate alten Tieren (alt) wurden mit 5% chBAFF-
haltigem 293 Zellkulturüberstand, 20 ng/ml PMA, 0,5 µg/ml CD40L oder 1mMol/ml Staurosporin inkubiert 
und die noch lebenden B-Zellen nach 24 h und 48 h mittels Durchflusszytometrie (s. 4.12) bestimmt. A 
lebende B-Zellen in Prozent des Ausgangswertes nach 24 h, B und C nach 48 h (zwei Diagramme aufgrund 
unterschiedlicher Skalen). * diese Werte sind signifikant unterschiedlich zwischen den B-Zellen aus den 
Milzen juveniler und adulter Tiere (*P < 0,05; student’s t-test ). 
 
 
 
 
 
 
 
 
A
B C
P=0,07 
 
* 
 
* 
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Unabhängig von der Stimulation ergab sich ein signifikanter Unterschied im Überleben der 
B-Zellen von juvenilen und adulten Tieren. So lebten nach 24 h noch 45% der B-Zellen 
adulter Tiere im Vergleich zu 25% der Zellen juveniler Tiere in den unbehandelten 
Kontrollen. Auch unter chBAFF Stimulation lebten nach 24 h mehr B-Zellen adulter (67%) 
als juveniler (42%) Tiere. Ein Unterschied, der nach 48 h signifikant wurde (80% bei den 
adulten, 43% bei den juvenilen).  
Unter Staurosporin-Einwirkung waren nach 24 h bereits 91% der Zellen juveniler, aber nur 
80% der Zellen adulter Tiere in Apoptose gegangen nach 48 h bei juvenilen wie adulten mehr 
als 95%. Auch mit PMA stimulierte B-Zellen verhielten sich ähnlich, sowohl nach 24 wie 
auch nach 48 h waren noch mehr B-Zellen aus den Milzen adulter Tiere vital.  
Lediglich durch die Stimulation mit CD40L wurde dieser Unterschied aufgewogen und 
Zellen von adulten und juvenilen Tieren waren nach 24 h im Vergleich zum 
Entnahmezeitpunkt noch zu etwa 45% vital. Ebenfalls augenscheinlich wurde die 
Besonderheit der CD40L Stimulation auch nach 48 h. Zu diesem Zeitpunkt fanden sich in 
etwa gleich viele vitale Zellen in Ansätzen aus Milzen adulter wie juveniler Tiere. 
Im Anschluß sollten nun zum einen die Ursachen für den altersbedingten Unterschied und 
zum anderen die Besonderheit der Stimulation mit CD40L in diesem Zusammenhang mittels 
qPCR analysiert werden.  
 
5.7.1 Vergleich der Transkription ausgesuchter Gene in stimulierten 
Milzlymphozyten juveniler und adulter Tiere 
 
Bei der Betrachtung der Unterschiede zwischen stimulierten Milzlymphozyten juveniler und 
adulter Tiere auf Transkriptomebene fällt auf, dass sich die Niveaus der Transkripte der bcl-2 
Familienmitglieder bzw. von BAFF und dem Hühner B-Zellmarker chB6 stark unterscheiden 
(s. Abb. 5.11 und Tab. 5.9). So findet sich bei den adulten Tieren nach 8 h von jedem der 
analysierten Gene eine geringere Menge an Transkript in den mit chBAFF stimulierten 
Zellen als in den unbehandelten Kontrollen. Bei den juvenilen Tieren hingegen finden sich 
nach 8 h noch kaum deutliche Unterschiede zwischen stimulierten und unstimulierten Zellen.  
Auch nach 24 h finden sich deutliche Unterschiede zwischen adulten und juvenilen Tieren. 
So zeigt sich zwar auch bei ihnen eine ähnliche Tendenz wie bei den B-Zellen der juvenilen 
Tiere, namentlich eine geringere Transkription als in den Kontrollen, allerdings fällt diese 
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nicht so deutlich aus (bim bei juvenilen Tieren um den Faktor 20, bei adulten nur um den 
Faktor 6 reduziert).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nach Analyse der Unterschiede im Expressionsniveau der bcl-2 Fmilienmitglieder, von 
BAFF und dem B-Zellmarker chB6 bei mit chCD40L stimulierten Milzlymphozyten adulter 
und juveniler Tiere, so fällt auch hier auf, dass die Menge an Transkript in den stimulierten 
Tab. 5.9     Ct-Werte ausgewählter Gene in 
Milzlymphozyten adulter Tiere unter chBAFF Stimulation 
Milzlymphozyten wurden zu den angegebenene Zeitpunkten 
entnommen, mRNA isoliert und zu cDNA umgeschrieben. In 
der Tabelle dargestellt sind die auf den Ct-Wert der 18s rRNA 
normalisierten und auf den   Ct-Wert der BAFF-stimulieren 
Zellen standardisierten     Ct-Werte der durchgeführten 
qPCR-Reaktion.  
Der t-test wurde auf   Ct-Ebene zwischen Kontrollen und 
stimulierten Zellen durchgeführt.     
 
 8 h t-test 24 h t-test 
BAFF 2,49 
± 3,04 
0,20 0,25 
± 1,32 
0,73 
bcl-2 2,20 
± 3,08 
0,25 0,62 
± 1,31 
0,41 
bcl-xl 3,01 
± 3,36 
0,17 1,51 
± 1,88 
0,21 
Nr13 3,08 
± 3,96 
0,22 -0,20 
± 1,43 
0,80 
bak 2,79 
± 3,48 
0,21 1,20 
± 1,64 
0,24 
bid 3,07 
± 3,39 
0,17 -0,52 
± 1,91 
0,63 
bim 2,09 
± 3,39 
0,27 2,53 
± 0,68 
<0,01 
bok 2,42 
± 3,48 
0,26 1,47 
± 1,76 
0,19 
chB6 1,79 
± 2,79 
0,29 0,11 
± 0,99 
0,83 
Abb. 5.11  Darstellung der Expressionsniveaus ausgewählter Gene in Milzlymphozyten junger und 
adulter Tiere nach Inkubation mit chBAFF 
Drei 6 Wochen (A) und vier 6 Monate (B) alten Tieren wurde jeweils die Milz entnommen, Lymphozyten 
gewonnen und mit B-Zell-Medium bzw. 5% chBAFF-haltigem Zell-kulturüberstand inkubiert. Nach 8 und 24h 
wurden die Zellen entnommen, ihre mRNA isoliert und zu cDNA umgeschrieben. Dargestellte Werte 
entsprechen den auf das Housekeeping-Gen 18s mRNA normalisierten und auf den   Ct-Wert der Kontrollen 
standardisierten Expressionsniveaus der durchgeführten qPCR.  
A B
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Milzlymphozyten adulter Tiere nach 8 h deutlich unter dem Niveau in den Kontrollen liegt (s. 
Abb. 5.12 und Tab. 5.10). Auffällig nach 24 h ist die sich auch schon bei BAFF stimulierten 
Milzlymphozyten adulter Hühner abzeichnende Tendenz einer Erhöhung an bid Transkript 
gegenüber den Kontrollen. Dies lässt sich zwar auch in Milzlymphozyten juveniler Tiere 
beobachten, allerdings nicht in diesem Ausmaß (adulte: 3,5fach, juvenile: 2fach erhöht 
gegenüber den Kontrollen).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tab. 5.10     Ct-Werte ausgewählter Gene in 
Milzlymphozyten adulter Tiere unter CD40L Stimulation  
Milzlymphozyten wurden zu den angegebenene Zeitpunkten 
entnommen, mRNA isoliert und zu cDNA umgeschrieben. In 
der Tabelle dargestellt sind die auf den Ct-Wert der 18s rRNA 
normalisierten und auf den   Ct-Wert der CD40L-stimulieren 
Zellen standardisierten     Ct-Werte der durchgeführten 
qPCR-Reaktion.  
Der t-test wurde auf   Ct-Ebene zwischen Kontrollen und 
stimulierten Zellen durchgeführt.     
 
 8 h t-test 24 h t-test 
BAFF 2,00 
± 2,31 
0,18 0,36 
± 1,60 
0,68 
bcl-2 1,29 
± 2,35 
0,35 -0,35 
± 1,90 
0,74 
bcl-xl 2,79 
± 2,12 
0,08 0,22 
± 1,74 
0,81 
Nr13 2,45 
± 2,72 
0,17 -0,48 
± 1,61 
0,59 
bak 2,56 
± 3,19 
0,21 1,09 
± 3,40 
0,57 
bid 1,36 
± 2,04 
0,28 -1,85 
± 2,02 
0,16 
bim 1,14 
± 2,45 
0,42 1,05 
± 1,27 
0,20 
bok 2,24 
± 2,27 
0,14 0,52 
± 2,22 
0,67 
chB6 0,60 
± 1,87 
0,57 -1,51 
± 1,52 
0,14 
Abb. 5.12 Darstellung der Expressionsniveaus ausgewählter Gene in Milzlymphozyten juveniler und 
adulter Tiere nach Inkubation mit CD40L 
Drei 6 Wochen (A) und vier 6 Monate (B) alten Tieren wurde jeweils die Milz entnommen, Lymphozyten 
gewonnen und mit B-Zell-Medium bzw. CD40L inkubert. Nach 8 und 24h wurden die Zellen entnommen, ihre 
mRNA isoliert und zu cDNA umgeschrieben. Dargestellte Werte entsprechen den auf das Housekeeping-Gen 
18s mRNA normalisierten und auf den   Ct-Wert der Kontrollen standardisierten Expressionsniveaus der 
durchgeführten qPCR.  
 
A B
Ergebnisse  77 
 
5.8 Wirkung einer RCAS-induzierten Überexpression und einer 
funktionellen Inhibition von BAFF auf die Expression aus-
gewählter Gene in der Bursa fabricii 
 
Die bisher durchgeführten Versuche lieferten bereits Aufschluß über die Abundanz der 
mRNA ausgesuchter bcl-2 Familienmitglieder, von dem B-Zellmarker chB6 und von 
chBAFF während der physiologischen Bursaentwicklung und unter Zytokin-Stimulation 
(chBAFF, chCD40-Ligand) in vitro. Eine Betrachtung der Vorgänge auf Transkriptomebene 
in vivo stand allerdings noch aus. Für diese Fragestellung bot sich das RCAS Vektor-System 
(s. 4.10) an, welches ein Einbringen des chBAFF Konstruktes in den Embryo bereits an 
Embryonaltag 3 ermöglicht. Neben einem eine BAFF-Überespression verursachenden 
Konstrukt wurde zudem ein Vektor verwandt, der die biologisch inaktive Sequenz von 
chBAFF in der umgekehrten Orientierung (chBAFF reverse) enthielt und somit als Kontrolle 
für die durch den Vektor verursachten Änderungen verwendet werden konnte. Folglich 
wurde zur Validierung der Ergebnisse nicht nur eine gänzlich unbehandelte Kontrolle, 
sondern auch eine mit dem Kontroll-Virus infizierte Gruppe hinzugezogen.  
Als drittes Vektorkonstrukt fand die Sequenz für ein Fusionsprotein aus dem Fc-Teil des B-
Zellrezeptors und dem humanem BCMA-Rezeptor Verwendung. BCMA ist einer der drei bei 
Mensch und Maus beschriebenen BAFF-Rezeptoren, dessen Vorkommen beim Huhn 
allerdings noch nicht beschrieben wurde. Gleichwohl erlaubt die hohe Homologie zwischen 
humanem und Hühner BAFF die Vewendung des humanen Rezeptors beim Huhn. Mit Hilfe 
dieses Fusionsproteins sollte ein funktioneller ‚knock down’ von chBAFF erreicht und somit 
die Auswirkung eines Fehlens der BAFF-Wirkung auf Transkriptomebene betrachtet werden.    
 
5.8.1 Organspezifische Verteilung der RCAS-Konstrukte 
 
Zur weiteren Validierung der Anwendbarkeit des RCAS-Vektor-Systems beim Huhn und als 
Grundlage für weitere Arbeiten sollte zuerst die Verteilung der RCAS-Konstrukte in den 
einzelnen Organen untersucht werden. Von besonderem Interesse war hierbei auch eine 
Unterscheidbarkeit von natürlich vorkommendem und durch RCAS überexprimiertem 
chBAFF.  
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Abb. 5.13 Darstellung von Sequenz und 
Spezifität des Primerpaares für RCAS-
chBAFF 
Aufgrund der Lage des forward Primers auf 
dem artifiziellen flag-tag ist eine 
Amplifizierung von endogenem chBAFF 
durch dieses Primerpaar nicht möglich. Es 
erlaubt somit die Unterscheidung zwischen 
endogenem und über RCAS exprimiertem, 
`flag-markiertem´ chBAFF.  
Neben dem das biologisch aktive chBAFF 
kodierenden ‚RCAS-flagChBAFF’ erkennt 
das entworfene Primerpaar auch das  zur 
Kontrolle verwendete ‚RCAS-flagChBAFF-
reverse’ und ermöglicht so auch die 
Betrachtung der Verteilung des Transkripts 
für dieses Konstrukt.   
(fw= forward, rv= reverse) 
Zu diesem Zweck wurde ein spezielles Primerpaar entworfen, welches lediglich 
überexprimiertes flagChBAFF und nicht das physiologisch vorhandene Zytokin erkennt (s. 
Abb. 5.13).  
 
 
Mit Hilfe dieses Primerpaares war es nun möglich, die organspezifische Verteilung des 
RCAS-flagChBAFF-Konstruktes nachzuweisen. Die Verteilung wurde zunächst qualitativ 
mittels konventioneller PCR betrachtet (s. Abb. 5.14). In jedem von den infizierten Tieren 
gewonnenen Organ konnte das RCAS-chBAFF-Konstrukt bzw. das RCAS-chBAFF-reverse-
Konstrukt nachgewiesen werden. Auch konnte die Spezifität des Primerpaares für das RCAS-
chBAFF-Konstrukt bzw. für das RCAS-chBAFF-reverse-Konstrukt gezeigt werden, da in 
den Organen (Bursa, Milz und Herz) aus unbehandelten Kontrolltieren kein Transkript 
nachgewiesen wurde.  
 
 
 
 
 
 
Abb. 5.14 Organspezifische Transkription von flagChBAFF und flagChBAFF reverse in mit 
RCAS infizierten Tieren 
Organe eines mit dem RCAS-chBAFF- bzw. eines mit dem RCAS-chBAFF-reverse-inifzierten 
Tieres wurden am Tag des Schlupfes gewonnen, die RNA isoliert und zu cDNA umgeschrieben. Es 
schloß sich eine PCR-Reaktion mit den für überexprimiertes BAFF spezifischen Primern an. Als 
Kontrollen fand cDNA aus Organen von unbehandelten Tieren Anwendung. Zum Abgleich der 
eingesetzten cDNA Menge wurde ß-Actin verwandt. (ntc= non template control/Negativkontrolle) 
Interne 
Primernummer 
Sequenz und Orientierung 
1235 CAAAGACGATGACGATAAAGGA (fw) 
1236 TCAGAAGCCAAGGGACAATG (rv) 
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Um mögliche Unterschiede in den Transkriptionsniveaus zwischen den verschiedenen 
Organen der mit RCAS infizierten Tiere darstellbar zu machen, wurde neben der 
konventionellen auch eine quantitative PCR Reaktion durchgeführt (s. Tab. 5.11 und Abb. 
5.15). 
 
Tab. 5.11     CT-Werte der mRNA Abundanz 
des mittels RCAS exprimierten chBAFF- bzw. 
chBAFF-reverse-Konstruktes bei je einem Küken 
am Tag des Schlupfes   
Die Ct-Werte wurden auf das Housekeeping-Gen (18s 
rRNA) normalisiert und auf den   Ct-Wert des Organs 
mit der geringsten RCAS-chBAFF-mRNA Menge 
(Gehirn) standardisiert, um Transkriptions-
unterschiede zu veranschaulichen.  
 
 (reverse= mit dem RCAS-chBAFF-reverse-Konstrukt 
infiziertes Tier, KM= Knochenmark, CT=Caecal-
tonsille) 
     
 
 
 
 
 
Abb. 5.15 Organspezifische Unterschiede im Niveau an flagChBAFF-
Transkript  
Mittelwerte der     CT-Werte des mit flagChBAFF bzw. des mit flagChBAFF 
reverse infizierten Tieres wurden hier zur Verdeutlichung als Expressionswerte 
dargestellt. Aufgrund der Standardisierung entspricht das Niveau im Gehirn 
dem Wert 1. (KM= Knochenmark, CT=Caecaltonsille) 
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Im Vergleich mit dem interenen Standard (Transkriptmenge im Gehirn) findet sich im Herz 
somit etwa 48mal mehr mRNA des durch RCAS-Infektion überexprimierten chBAFFs. Auch 
in der Lunge (13mal) und in der Haut (11mal höher) liegt die Transkript-Menge deutlich über 
der im Gehirn. In den immunologisch besonders relevanten Organen Thymus, Milz und 
Caecaltonsille ist 4mal mehr mRNA des durch RCAS-Infektion induzierten chBAFFs 
nachweisbar, in der Bursa 2,5mal mehr. 
 
5.8.2 Wirkung der chBAFF-Überexpression im 18 Tage alten Embryo 
(ET18)  
 
Die zuvor beschriebenen Versuche haben gezeigt, dass eine Infektion von 3 Tage alten 
Embryonen zu einer deutlichen Überexpression von flagChBAFF in allen untersuchten 
Organen und somit auch in der Bursa führt. Der Nachweis von Transkripten erlaubt 
allerdings keinen Rückschluß auf die Synthese des biologisch aktiven Proteins. Um diese zu 
prüfen, wurde in weiteren Versuchen daher der Nachweis der erfolgreichen Proteinsynthese 
vorausgeschickt. Dieser wurde mittels ELISA-Verfahren erbracht. So wiesen die 
Chorioallantoisflüssigkeiten aller fünf mit dem flagChBAFF-Konstrukt infizierten Tiere 
einen flagChBAFF –Titer auf (s. Abb. 5.16).  
 
 
Abb. 5.16  Nachweis der RCAS induzierten flagChBAFF Expression mittels  
ELISA    
Fünf Embryonen wurden an ET3 mit dem RCAS-flagChBAFF-Konstrukt 
infiziert. Die Chorioallantoisflüssigkeit wurde an ET18 gewonnen und mittels 
ELISA-Verfahren wie in 4.11.2 beschrieben analysiert. Als Ausgangsverdünnung 
diente eine 1:5 Verdünnung in PBS. (blank= negativ Kontrolle, pos= positiv 
Kontrolle/chBAFF-haltiger Zellkultur-Überstand in einer 1:10 Verdünnung mit 
PBS)    
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Auch die Chorioallantoisflüssigkeit der fünf Kontrolltiere bzw. der fünf mit dem 
flagChBAFF-reverse-Konstrukt infizierten Tiere wurden mittels ELISA-Verfahren getestet. 
In diesen Chorioallantoisflüssigkeiten ließ sich kein chBAFF nachweisen (s. Abb. 5.17). 
Somit konnten sowohl die Organe der fünf flagChBAFF-infizierten ET18 Embryonen wie 
auch jene der fünf mit dem reverse-Konstrukt infizierten bzw. der unbehandelten Embryonen 
verwendet werden. 
 
 
Abb. 5.17 Nachweis der Verwendbarkeit der Kontrollen mittels ELISA 
Fünf Embryonen wurden an ET3 mit dem RCAS-flagChBAFF-reverse-Konstrukt 
infiziert. An ET18 wurde die Chorioallantoisflüssigkeit dieser wie auch jene von 
fünf unbehandelten Kontrolltieren gewonnen und mittels ELISA-Verfahren wie in 
4.11.2 beschrieben analysiert. Als Ausgangsverdünnung diente eine 1:5 
Verdünnung in PBS. (blank= negativ Kontrolle, K= Kontrolle, reverse= mit dem 
RCAS-flagChBAFF-reverse-Konstrukt infizierte Tiere, pos= positiv Kontrolle/ 
chBAFF-haltiger Zellkultur-Überstand in einer 1:10 Verdünnung mit PBS)    
  
Nachdem der Erfolgsnachweis der RCAS-Infektion erbracht werden konnte, sollte die 
Wirkung der chBAFF-Überexpression auf Transkriptomebene analysiert werden. Somit 
schloss sich die Auswertung der Transkriptionsniveaus von pro- und anti-apoptotischen bcl-2 
Familienmitgliedern sowie der von chBAFF und dem B-Zellmarker chB6 mittels qPCR an.  
Für die Transkriptionsniveaus der pro-apoptotischen bcl-2 Familienmitglieder (s. Tab. 
5.12 und Abb. 5.18) konnte unter chBAFF-Überexpression ein Anstieg von bid (1,6fach 
erhöht gegenüber den Kontrollen) gezeigt werden. Zudem ließ sich ein signifikanter 
Trankriptions-unterschied im Niveau von bim zwischen den Kontrollen und den 
flagChBAFF-reverse infizierten Bursen darstellen (1,22mal mehr als in den Kontrollen).  
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Tab. 5.12 und Abb. 5.18     CT-Werte und 
Expressionsniveaus der pro-apoptotischen bcl-2 
Familienmitglieder in Bursen von mit dem RCAS-
chBAFF-Konstrukt bzw. dem reverse-Konstrukt 
transfizierten Tieren 
Ct-Werte wurden auf das Housekeeping-Gen (18s 
rRNA) normalisiert und auf den   Ct-Wert der 
Kontrollen standardisiert, um Transkriptionsunterschiede zur Kontrolle zu veranschaulichen.     CT-Werte 
wurden zudem zur Verdeutlichung als Expressionsniveaus dargestellt. Der t-test drückt Signifikanzen im 
Vergleich zur Abundanz der mRNA in den Kontrollbursen aus. Die gezeigten Werte stellen Mittelwerte von 
fünf Tieren je Gruppe dar. (reverse= mit dem RCAS-chBAFF-reverse-Konstrukt infizierte Tiere) 
  
Auch bei der Betrachtung der mRNA Abundanz anti-apoptotischer bcl-2 Familienmitglieder 
fällt auf, dass signifikante Unterschiede zwischen der mit dem RCAS-reverse-Konstrukt 
infizierten Gruppe und der Kontrollgruppe auftreten (s. Tab. 5.13 und Abb. 5.19). So konnte 
ein signifikanter Anstieg des Transkriptionsniveaus von bcl-2 zum einen in der mit RCAS-
flagChBAFF (2fach) und zum anderen in der mit dem reverse-Konstrukt infizierten Gruppe 
(1,5fach erhöht zur Kontrolle) gezeigt werden.  
 
 
Tab. 5.13 und Abb. 5.19     CT-Werte und 
Expressionsniveaus der anti-apoptotischen bcl-2 
Familienmitglieder in Bursen von mit dem RCAS-
chBAFF-Konstrukt bzw. dem reverse-Konstrukt 
transfizierten Tieren 
Ct-Werte wurden auf das Housekeeping-Gen (18s 
rRNA) normalisiert und auf den   Ct-Wert der 
Kontrollen standardisiert, um Transkriptions-
unterschiede zur Kontrolle zu veranschaulichen.     CT-Werte wurden zudem zur Verdeutlichung als 
Expressionsniveaus dargestellt. Der t-test drückt Signifikanzen im Vergleich zur Abundanz der mRNA in den 
Kontrollbursen aus. Die gezeigten Werte stellen Mittelwerte von fünf Tieren je Gruppe dar. (reverse= mit dem 
RCAS-chBAFF-reverse-Konstrukt infizierte Tiere) 
 
Zudem war wiederum das Transkriptionsniveau von endogenem chBAFF und dem B-
Zellmarker chB6 von Interesse (s. Tab. 5.14 und Abb. 5.20). Hier zeigten sich keine 
signifikanten Unterschiede zwischen infizierten und Kontrolltieren.  
 reverse t-test chBAFF t-test 
bak 0,03 
± 0,34 0,85 
0,08 
± 0,50 0,76 
bid -0,17 
± 0,30 0,47 
-0,70 
± 0,48 0,04 
bim -0,29 
± 0,11 <0,01 
0,12 
± 0,41 0,60 
bok 0,23 
± 0,33 0,21 
0,83 
± 0,84 0,06 
 reverse t-test chBAFF t-test 
bcl-2 -0,64 
± 0,38 0,04 
-1,03 
± 0,54 0,02 
bcl-xl 0,03 
± 0,21 0,84 
0,39 
± 0,43 0,13 
Nr13 0,16 
± 0,27 0,44 
-0,20 
± 0,60 0,44 
  * 
 
   ** 
    
 * 
 
* 
    
 * 
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Tab. 5.14 und Abb. 5.20     CT-Werte und Expressions-
niveaus der anti-apoptotischen bcl-2 Familienmitglieder in 
Bursen von mit dem RCAS-chBAFF-Konstrukt bzw. dem 
reverse-Konstrukt transfizierten Tieren 
Ct-Werte wurden auf das Housekeeping-Gen (18s rRNA) 
normalisiert und auf den   Ct-Wert der Kontrollen 
standardisiert, um Transkriptionsunterschiede zur Kontrolle zu 
veranschaulichen.     CT-Werte wurden zudem zur 
Verdeutlichung als Expressionsniveaus dargestellt. Der t-test 
drückt Signifikanzen im Vergleich zur Abundanz der mRNA in 
den Kontrollbursen aus. Die gezeigten Werte stellen Mittelwerte von fünf Tieren je Gruppe dar. (reverse= 
mit dem RCAS-chBAFF-reverse-Konstrukt infizierte Tiere) 
 
5.8.3 Auswirkung einer Hemmung von chBAFF auf Embryonen an Tag 18 
(ET18) 
 
Wie unter 5.8 ausgeführt, sollte der RCAS-Vektor für zwei unterschiedliche Fragestellungen 
verwendet werden. Zum einen wurden die Auswirkungen einer chBAFF-Überexpression auf 
Transkriptomebene analysiert, die Ergebnisse finden sich unter 5.8.2. Zum anderen sollte 
auch die durch einen chBAFF-Mangel induzierten Änderungen betrachtet werden. Zu diesem 
Zweck wurden fünf Hühnerembryonen an Embryonaltag 3 mit einem Vektor für das 
Fusionsprotein aus dem Fc-Teil des humanen IgGs und dem BAFF-Rezeptor BCMA 
infiziert. Da BCMA beim Huhn noch nicht beschrieben werden konnte, wurde das humane 
Protein verwendet. Dieses ist aufgrund der hohen Homologie zwischen humanem und 
Hühner BAFF möglich. Mittels der Expression dieses löslichen BAFF-Rezeptors war es nun 
möglich, endogenes chBAFF zu binden und somit eine Hemmung der BAFF-vermittelten 
Wirkung zu erreichen.  
Um die biologische Aktivität und erfolgreiche Synthese des BCMA-Fc-Fusionsproteins 
nachweisen zu können, wurde auch für diese Gruppe der fünf RCAS-infizierten Tiere ein 
spezieller ELISA durchgeführt (s. Abb. 5.21). Neben dem Nachweis der biologischen 
Aktivität lieferte dieses ELISA-Verfahren zudem auch den Beweis der Bindung des 
huBCMA-Fusionsproteins an chBAFF, da das Fusionsprotein über seine Bindung an 
flagChBAFF auf der ELISA-Platte detektiert wurde (s. 4.11.3).  
 reverse t-test chBAFF t-test 
BAFF 0,14 
± 0,51 0,72 
-0,23 
± 0,46 0,56 
chB6 0,27 
± 0,31 0,28 
0,40 
± 0,97 0,42 
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Abb. 5.21  Nachweis der RCAS vermittelten huBCMA-Fc Expression 
mittels ELISA  
Fünf Embryonen wurden an ET3 mit dem RCAS-huBCMA-Fc-Konstrukt infiziert. 
Die Chorioallantoisflüssigkeit wurde an ET18 gewonnen und mittels ELISA-
Verfahren wie in 4.11.3 beschrieben analysiert. Als Ausgangsverdünnung diente 
eine 1:5 Verdünnung in PBS. (blank= negativ Kontrolle, pos= positiv 
Kontrolle/huBCMA-haltiger CEF Zellkultur-Überstand)    
 
Auch für die Bewertung der Transkriptionsniveauänderungen durch die Expression von 
huBCMA wurden sowohl fünf unbehandelte Kontrolltiere als auch fünf mit dem RCAS-
reverse-chBAFF-Konstrukt infizierte Tiere herangezogen (s. Abb. 5.17). Somit war es 
möglich, neben Unterschieden zu den unbehandelten Tieren auch die eventuell durch den 
Vektor verursachten Änderungen zu analysieren. 
Die pro-apoptotisch wirkenden Proteine der bcl-2 Familie zeigen unter huBCMA-Fc 
Einwirkung eine deutliche Reduktion ihrer mRNA Niveaus (s. Tab. 5.15 und Abb. 5.22). 
Besonders auffällig war die signifikante Erniedrigung der mRNA Mange des pro-
apoptotischen Proteins bok (8mal weniger als in den Kontrollbursen).   
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Tab. 5.15 und Abb. 5.22     CT-Werte und 
Expressionsniveaus der pro-apoptotischen bcl-2 
Familienmitglieder in Bursen von mit dem 
RCAS-huBCMA-Konstrukt bzw. dem reverse-
Konstrukt transfizierten Tieren 
Ct-Werte wurden auf das Housekeeping-Gen (18s 
rRNA) normalisiert und auf den   Ct-Wert der Kontrollen standardisiert, um Transkriptionsunterschiede zur 
Kontrolle zu veranschaulichen.     CT-Werte wurden zudem zur Verdeutlichung als Expressionsniveaus 
dargestellt. Der t-test drückt Signifikanzen im Vergleich zur Abundanz der mRNA in den Kontrollbursen aus. 
Gezeigte Werte stellen Mittelwerte von fünf Tieren je Gruppe dar. (reverse= mit dem RCAS-chBAFF-reverse-
Konstrukt infizierte Tiere) 
  
Auffällig ist, dass sich die generelle Reduktion der Transkriptionsniveaus der bcl-2 Familien-
mitglieder bei den anti-apoptotischen Mitgliedern nur bei bcl-xL (2mal weniger als in den 
unbehandelten Kontrollen) finden lässt. Niveaus an Nr13 (1,3fach) und bcl-2 (2,5fach mehr) 
sind gegenüber Kontrollen und mit dem RCAS-reverse-Konstrukt infizierten Tieren zum Teil 
höchst signifikant erhöht (s. Tab. 5.16 und Abb. 5.23).  
 
 
Tab. 5.16 und Abb. 5.23     CT-Werte und 
Expressionsniveaus der anti-apoptotischen bcl-2 
Familienmitglieder in Bursen von mit dem RCAS-
huBCMA-Konstrukt bzw. dem reverse-Konstrukt 
transfizierten Tieren 
Ct-Werte wurden auf das Housekeeping-Gen (18s 
rRNA) normalisiert und auf den   Ct-Wert der 
Kontrollen standardisiert, um Transkriptions-
unterschiede zur Kontrolle zu veranschaulichen. 
    CT-Werte wurden zudem zur Verdeutlichung als Expressionsniveaus dargestellt. Der t-test drückt 
Signifikanzen im Vergleich zur Abundanz der mRNA in den Kontrollbursen aus. Gezeigte Werte stellen 
Mittelwerte von fünf Tieren je Gruppe dar. (reverse= mit dem RCAS-chBAFF-reverse-Konstrukt infizierte 
Tiere) 
 
Betrachtet man nun erneut das Niveau an transkribierter BAFF mRNA, so fällt auf, dass es 
scheinbar zu keiner Erhöhung unter BAFF-Mangel (Niveau nur um 0,14 Ct-Werte 
unterschiedlich zu den Kontrollen) kommt (s. Tab. 5.17 und Abb. 5.24). Allerdings fällt die 
 reverse t-test huBCMA t-test 
bak 0,03 
± 0,34 0,85 
1,80 
± 1,82 0,06 
bid -0,17 
± 0,30 0,47 
0,48 
± 0,59 0,17 
bim -0,29 
± 0,11 <0,01 
0,73 
± 0,69 0,08 
bok 0,23 
± 0,33 0,21 
3,06 
± 1,71 <0,01 
 
reverse t-test huBCMA t-test 
bcl-2 -0,64 
± 0,38 0,04 
-1,35 
± 0,11 <0,01 
bcl-xl 0,03 
± 0,21 0,84 
1,11 
± 0,74 0,02 
Nr13 0,16 
± 0,27 0,44 
-0,42 
± 0,41 0,12 
 
    ** 
 
 ** 
 
    ** 
 
 * 
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signifikante Differenz an chB6 mRNA in Bursen von mit RCAS-huBCMA-infizierten Tieren 
auf. In diesen Bursen ist die Menge an chB6 Transkript um das 14fache gegenüber den 
Kontrollen erniedrigt.  
 
 
 
 
 
Tab. 5.17 und Abb. 5.24     CT-Werte der mRNA Abundanz von 
BAFF und chB6 in Bursen der mit dem RCAS-huBCMA-Konstrukt 
bzw. dem reverse-Konstrukt transfizierten Tieren 
Ct-Werte wurden auf das Housekeeping-Gen (18s rRNA) normalisiert und 
auf den   Ct-Wert der Kontrollen standardisiert, um Transkriptions-
unterschiede zur Kontrolle zu veranschaulichen. Der t-test drückt 
Signifikanzen im Vergleich zur Abundanz der mRNA in den 
Kontrollbursen aus. Gezeigte Werte stellen Mittelwerte von fünf Tieren je 
Gruppe dar. 
(reverse= mit dem RCAS-chBAFF-reverse-Konstrukt infizierte Tiere) 
 
Aufgrund der signifikanten Reduktion an dem Hühner B-Zellmarker chB6 unter huBCMA 
Einwirkung (über 14fach reduziert gegenüber den Kontrollen) erschien es unabdingbar, die 
bereits global für die Bursa erhobenen mRNA Abundanzen der bcl-2 Familienmitglieder und 
von chBAFF zur besseren Vergleichbarkeit auch auf die chB6 Expression zu beziehen. Zu 
diesem Zweck wurde der Ct-Wert herangezogen.  
Nach Normalisierung auf den Ct-Wert der 18s rRNA wurden die resultierenden Ct-Wert auf 
die Ct-Werte der Kontrollen standardisiert und schließlich auf die Ct-Werte des B-Zell 
Markers chB6 bezogen. Mit diesem Wert ließ sich ein Transkriptionsniveau errechnen, dass 
Aufschluß über die Vorgänge bezogen auf die B-Zellzahl gibt (s. Tab. 5.18 und Abb. 5.26). 
Unter Verwendung des chB6-Wertes ergibt sich eine Erhöhung des BAFF Transkripts 
bei unter huBCMA-Einfluß stehenden Zellen gegenüber den Kontrollen um den Faktor 13. 
Auch die Niveaus an bcl-xL (6fach) und Nr13 (19fach) sind stark erhöht. Am prominentesten 
unter den anti-apoptotisch wirkenden bcl-2 Familienmitgliedern erscheint allerdings bcl-2, 
welches um den Faktor 36 gegenüber unbehandelten Kontrollen erhöht ist. Auch bei den pro-
apoptotisch wirkenden bcl-2 Familienmitgliedern fällt eine deutlich Erhöhung der 
Transkriptionsniveaus gegenüber den Kontrollen und den mit flagChBAFF-reverse-
Konstrukt infizierten Bursen auf. Allerdings fällt diese Erhöhung (am deutlichsten bid mit 
einer 10fachen Erhöhung) nicht so deutlich aus, wie bei den anti-apoptotischen bcl-2 
Familienmitgliedern. 
 
reverse t-test huBCMA t-test 
BAFF 0,14 
± 0,51 0,72 
0,14 
± 1,04 0,82 
chB6 0,27 
± 0,31 0,28 
3,85 
± 3,59 0,04 
 
 * 
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 reverse t-test huBCMA t-test 
bcl-2 -0,91 
± 0,56 
0,06 -5,20 
± 3,18 
0,03 
bcl-xl -0,25 
± 0,28 
0,53 -2,74 
± 2,60 
0,12 
Nr13 -0,11 
± 0,18 
0,57 -4,27 
± 3,13 
0,03 
BAFF -0,13 
± 0,66 
0,94 -3,71 
± 2,42 
0,04 
bak -0,24 
± 0,40 
0,39 -2,05 
± 3,52 
0,28 
bid -0,44 
± 0,28 
0,14 -3,37 
± 2,73 
0,04 
bim -0,57 
± 0,19 
0,05 -3,12 
± 2,68 
0,09 
bok -0,04 
± 0,23 
0,83 -0,79 
± 1,92 
0,44 
Tab. 5.18 und Abb. 5.25       Ct-Werte der auf die Expression an chB6 bezogenen Transkriptionsniveaus 
der auf die Kontrollen standardisierten pro- und anti-apoptotischen Gene unter huBCMA-Einfluß 
Die Bursen von fünf mit RCAS-huBCMA-Fc infizierten Tieren wurden an ET18 entnommen und für die 
Verwendung in der qPCR zu cDNA verarbeitet. Zur Verdeutlichung dargestellt sind Expressionsniveaus 
errechnet aus dem       Ct-Wert (s. Text). Der t-test drückt Signifikanzen im Vergleich zur Abundanz der 
mRNA in den Kontrollbursen aus. Gezeigte Werte stellen Mittelwerte von fünf Tieren je Gruppe dar. 
(reverse= mit dem RCAS-chBAFF-reverse-Konstrukt infizierte Tiere) 
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6 Diskussion 
 
Die Kenntnisse über die Funktionsweise des Immunsystems beim Modelltier Huhn erweisen 
sich trotz großer wissenschaftlicher Fortschritte auf diesem Gebiet immer noch als höchst 
unzulänglich. Lange ist bereits bekannt, dass sich beim Huhn die B-Zellen, jene für die 
humorale Abwehr verantwortlichen Lymphozyten, in einem speziellen Organ, der Bursa 
fabricii, entwickeln. Eine Besonderheit stellt dar, dass dieses Organ nicht während des 
gesamten Lebenszyklus des Huhns aktiv ist, sondern bereits im Alter von 3-4 Monaten erste 
Anzeichen der Rückbildung zeigt und schließlich mit 6 Monaten komplett involuiert [69, 
298]. Dies steht in deutlichem Gegensatz zu den Vorgängen bei Maus und Mensch. Hier 
findet die Reifung der B-Zellen lebenslang in dem bei diesen Spezies für die B-Zellgenese 
verantwortlichen Knochenmark statt [299, 300]. Im Gegensatz zu Maus und Mensch muss das 
Huhn somit lebenslang auf den in den ersten 6 Monaten generierten B-Zellpool 
zurückgreifen. Infolgedessen kommt der Regulation der B-Zell Homöostase beim Huhn eine 
andere Bedeutung zu, als dies im murinen oder humanen Organismus vonnöten wäre. 
Als wichtiger Regulator der Homöostase des B-Zellpools konnte bei Mensch und Maus 
bereits das Zytokin BAFF (B-Zell aktivierender Faktor der Tumornekrosefaktor-Familie) 
charakterisiert werden [148, 149, 158]. Dieses Mitglied der TNF-Familie, welche sich aus 
Liganden, die über spezielle TNF-Rezeptoren auf der Zelloberfläche ihre mannigfaltige 
Wirkung erzielen, zusammensetzt, zeichnet sich durch seinen starken anti-apoptotischen 
Effekt auf B-Zellen aus. In vitro überleben B-Zellen unter BAFF Stimulation länger und in 
vivo führen erhöhte BAFF-Spiegel sogar zur Entstehung von Autoimmunerkrankungen [211, 
212, 301]. Krankheiten wie der systemische Lupus erythematodes oder das Sjörgens Syndrom 
werden normalerweise durch die Apoptose der sie auslösenden autoreaktiven B-Zellen 
verhindert. Bei Maus und Mensch konnte man diesen anti-apoptotischen Effekt von BAFF 
bereits mit einer Änderung im Verhältnis der pro- und anti-apoptotischen bcl-2 
Familienmitglieder in Verbindung bringen [295, 302, 303]. Die bcl-2 Familie besteht aus 
Proteinen, die das mitochondriale Membranpotential regulieren und somit die zur Apoptose 
führende Caspase-Kaskade auslösen oder verhindern können.  
Die anti-apoptotische BAFF-Wirkung konnte auch beim Huhn nach der Charakterisierung 
von Hühner BAFF (chBAFF) bereits beschrieben werden [13, 14, 304], die dieser Wirkung 
zugrunde liegenden molekularen Mechanismen wurden aber noch nicht analysiert. Zwar 
wurden bereits einige Vertreter der bcl-2 Familie für das Huhn charakterisiert [251, 287], ein 
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regulatorischer Zusammenhang mit einer Zytokin-Wirkung konnte aber noch nicht gezeigt 
werden.   
 
6.1 Etablierung einer Auswahl an PCR-Primern  
  
Um die anti-apoptotische BAFF-Wirkung auch beim Huhn besser charakterisieren zu können, 
mussten für diese Arbeit entsprechende Nachweisverfahren erst etabliert werden. Wie bereits 
erwähnt, stellt die Regulation der bcl-2 Familienmitglieder einen wichtigen Schritt im BAFF-
vermittelten Überleben von murinen und humanen B-Zellen dar. Somit lag es nahe, die 
Änderungen der Transkription dieser Gene unter BAFF-Stimulation beim Huhn zu 
betrachten. Hierzu wurde als Erstes die klassische PCR durchgeführt, um Aufschluss über die 
Verteilung und eventuelle Regulation der bcl-2 Familienmitglieder zu liefern. Es wurden 
Primer für anti-apoptotische Moleküle (bcl-2, bcl-xL, Nr13), pro-apoptotische Moleküle (bak, 
bok) und Vertreter der ‚BH3-only’ Subgruppe, welche ebenfalls anti-apoptotisch wirken, 
generiert. Für jedes dieser Primerpaare wurden mittels Temperaturgradienten die geeignetsten 
PCR-Protokolle generiert und die Spezifität durch PCR-Produkt Sequenzierung sichergestellt. 
Somit steht nun eine Auswahl an spezifischen PCR-Primern für die bcl-2 Familienmitglieder 
des Huhns zur Verfügung. 
 
6.2 Nachweis der Transkription der bcl-2 Familienmitglieder 
beim Huhn in vitro und in vivo   
 
Um etwaige chBAFF-induzierte Änderungen in der Transkription der bcl-2 Familien-
mitglieder beim Huhn in vivo zeigen zu können, sollten diese zuerst in einem gut 
charakterisierten in vitro System betrachtet werden. Hierfür bot sich die bursale B-Zelllinie 
DT40 an. Diese durch das aviäre Leukose Virus transformierte Zelllinie wurde schon häufig 
für Fragestellungen die Immunologie des Huhns betreffend verwendet [305-307].  
Es konnte gezeigt werden, dass sowohl pro- wie auch anti-apoptotische Proteine in DT40 
Zellen transkribiert werden. Diese Transkription findet sowohl in unbehandelten wie auch in 
mit chBAFF inkubierten Zellen statt. Somit entspricht das Vorhandensein von Transkript für 
die bcl-2 Familienmitglieder beim Huhn den publizierten Ergebnissen bei Mensch und Maus. 
Auch vor humanem bzw. murinem Hintergrund konnten Transkripte für bcl-2 
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Familienmitglieder in vitro sowohl in unbehandelten wie auch in BAFF stimulierten Zellen 
gezeigt werden [257, 295, 308].  
Das zur Apoptoseinduktion verwendete Staurosporin führte nach 8 h zu einer Reduktion des 
Transkripts der bcl-2 Familienmitglieder. Staurosporin wirkt über die Hemmung der 
Proteinkinase C, welche über einen Zytokin-vermittelten Signalweg zum Überleben der 
Zellen durch Hemmung des pro-apoptotischen Proteins bax beiträgt [309]. Eine 
Herunterregulation von bcl-2 Protein unter Staurosporin-Einwirkung konnte bereits für 
humane Leberzelllinien beschrieben werden [310]. Allerdings gab es bisher keine 
entsprechenden Daten für die DT40-Zelllinie bzw. das Transkriptionsniveau der bcl-2 
Familienmitglieder unter Staurosporin-Inkubation. Der hier beobachtete Effekt einer 
eventuellen Reduktion an Transkript der pro-apoptotischen bcl-2 Familienmitglieder bok und 
bim nach 8 h wurde so noch nicht beschrieben. Bisher konnte nach Staurosporin-Stimulation 
einer Zelllinie lediglich eine Steigerung in der Menge an bax Protein, ein für das Huhn noch 
nicht charakterisiertes, pro-apoptotisches Mitglied der bcl-2 Familie, gezeigt werden [311].  
Für eine Betrachtung der Vorgänge in vivo musste zuerst untersucht werden, wie sich 
das Verhältnis pro- und anti-apoptotischer bcl-2 Familienmitglieder beim Huhn unter 
physiologischen Bedingungen darstellt. Zu diesem Zweck und zur Eruierung eines geeigneten 
Zeitpunktes für spätere Versuche wurde die Transkription dieser Proteine zu definierten 
Zeitpunkten der Organogenese von Bursa, Milz und Herz betrachtet. Als für die Entwicklung 
der immunologischen Organe relevante Zeitpunkte wurden der Embryonaltag 10, zu dem 
erste B-Zellvorläufer die Bursa erreichen [35-37], der Embryonaltag 14, welcher durch ein 
hohes Maß an proliferativer Tätigkeit der B-Zellen und den Vorgang der ‚gene conversion’ in 
der Bursa charakterisiert wird [38-42], der Embryonaltag 18, an dem erste B-Zellen die Bursa 
verlassen und in periphere lymphatische Organe wie die Milz immigrieren [53], sowie der 
Tag des Schlupfes, Tag 1, erachtet. Zudem sollten mögliche Änderungen bei 3 Wochen alten, 
juvenilen Tieren betrachtet werden. Neben den immunologisch-bedeutenden Organen Bursa 
und Milz wurde zum Vergleich auch das immunologisch weniger relevante Herz betrachtet. 
Hierdurch sollten global entwicklungsbedingte Änderungen in der Transkription der bcl-2 
Familienmitglieder von rein die zentralen bzw. peripheren immunologischen Organe (Bursa, 
Milz) betreffenden unterscheidbar gemacht werden.  
Während der Organogenese von Bursa und Milz konnten sowohl die anti- (bcl-2, bcl-xL, 
Nr13) wie auch die pro-apoptotischen (bak, bid, bim, bok) bcl-2 Familienmitglieder zu jedem 
der als relevant erachteten Zeitpunkte nachgewiesen werden. Dieser Befund stimmt mit 
bereits publizierten Ergebnissen überein. So wurden bcl-2 [251], bcl-xL [63] sowie Nr13 
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Transkript [264] bereits in der Bursa beschrieben. Von den pro-apoptotischen Mitgliedern der 
bcl-2 Familie wurde bisher nur bok Transkript in der Bursa charakterisiert [281]. Somit 
gelang es in dieser Arbeit zum ersten Mal, bak und bim Transkript in der Bursa 
nachzuweisen. Bid Transkript wurde bereits in Herz und Leber von Hühnerembryonen [287], 
allerdings ebenfalls noch nicht in der Bursa dargestellt.    
 
6.3 Etablierung einer Auswahl an Primern für die quantitative 
PCR 
 
Nachdem gezeigt werden konnte, dass sowohl Vertreter der pro- (bcl-2, bcl-xL, Nr13) und der 
anti-apoptotischen (bak, bok) wie auch Mitglieder der ‚BH3-only’ Subgruppe (bid, bim) der 
bcl-2 Familie während einer Stimulation mit chBAFF wie auch während der physiologischen 
Bursaentwicklung vorhanden sind, stellte sich die Frage nach den Änderungen im 
Transkriptionsniveau dieser Gene. Dem bcl-2 ähnliche Proteine werden kontinuierlich 
transkribiert und es ist eher ihr Verhältnis zueinander bzw. Abweichungen vom 
physiologischen Niveau als das komplette Fehlen einer Transkription, das schlussendlich zur 
Apoptose bzw. deren Ausbleiben führt. Somit erschien es höchst sinnvoll, dem initialen 
qualitativen Nachweis dieser Gene auch einen quantitativen anzuschließen. 
Um quantitative Aussagen über bcl-2 Familienmitglieder machen zu können, wurde das 
Verfahren der quantitativen PCR gewählt. Auch für dieses Nachweisverfahren wurden für 
ausgewählte Vertreter der bcl-2 Familie Primer erstellt, wobei besonderer Wert auf eine 
einheitliche Annealing Temperatur (59°C) und eine hohe Spezifität der Primer gelegt wurde. 
Gleiche Ansprüche wurden auch an die Primer für endogenes chBAFF und chB6 gestellt. 
ChB6 ist ein Hühner spezifischer B-Zellmarker [297, 312], der Aufschluss über den Anteil an 
B-Zellen in den untersuchten Proben liefern sollte. Nach der Erstellung von Standardkurven 
zur Verifizierung von Effizienz und Linearität der qPCR-Reaktion im relevanten Bereich 
schloss sich die Sequenzierung jedes PCR-Produktes an.  
Dem Wesen der quantitativen PCR entsprechend muss ein Housekeeping-Gen verwendet 
werden, um eine Vergleichbarkeit zwischen verschiedenen Proben gewährleisten zu können. 
In der Literatur finden sich verschiedenste Gene, die sich aufgrund ihrer stabilen 
Transkription zur Normalisierung eignen [313-315]. Aufgrund der intendierten Anwendung 
für Zytokin stimulierte Zellen bzw. Organe wurde aus drei getesteten Genen (ßActin, 
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GAPDH, 18s rRNA) das Gen für die 18s rRNA als am besten geeignet befunden. Die 
Eignung für viral-infizierte Gewebe entspricht bereits publizierten Ergebnissen [316]. 
 
6.4  Transkriptionsniveaus ausgesuchter Gene während der 
physiologischen Bursaentwicklung 
 
Das Organ, welches beim Huhn für die Reifung der B-Zellen verantwortlich ist, die Bursa 
fabricii, unterliegt während der Embryonalentwicklung großen strukturellen Veränderungen. 
Von der ersten Anlage der Bursa, welche sich um den Embryonaltag 5 aus einer dorso-
kaudalen Ausstülpung der Kloake entwickelt [22], bis hin zur Involution mit dem Erreichen 
der Geschlechtsreife [298] lassen sich nicht nur morphologische Unterschiede erkennen. So 
ändert sich auch die Zusammensetzung des bursalen Gewebes stark. Das zu Beginn 
vorherrschende Bild einer epithelialen Struktur wird um den Embryonaltag 10 durch die 
Immigration erster B-Zellvorläufer aus Dottersack und Leber [35] ergänzt. Diese Zellen 
beginnen nach erfolgreicher ‚gene conversion’ [8, 48, 50, 317] ab dem Embryonaltag 14 mit 
ihrer Proliferation [318, 319]. Zeitgleich kommt es in hohem Maße zur Apoptose jener B-
Zellen, deren B-Zellrezeptor nicht funktionell ist [58, 66]. Apoptose spielt auch für die Bursa 
als Gesamtorgan im Zuge ihrer Entwicklung eine immer größere Rolle und führt schließlich 
zu ihrer Involution. 
In wie weit sich diese Vorgänge auf Transkriptomebene verfolgen und erklären lassen, wurde 
nun unter Verwendung der neu etablierten qPCR-Primer adressiert. Wie bereits unter 6.2 
ausgeführt, lassen sich sowohl die Transkripte pro- wie auch die anti-apoptotisch wirkender 
bcl-2 Familienmitglieder während der Bursaentwicklung nachweisen. Unterschiede im 
Niveau der Transkription lassen sich mit der konventionellen PCR allerdings nicht zeigen. 
Anders stellt sich dies bei der qPCR dar. So konnte ein deutlicher Anstieg des Transkriptions-
niveaus des pro-apoptotischen Proteins bok während der Embryogenese der Bursa und der 
Entwicklung nach dem Schlupf gezeigt werden (26fache Erhöhung zwischen ET10 und 3 
Wochen altem Tier) (s. Tab. 5.3). Eine Beobachtung, die bereits publiziert wurde [281]. Noch 
nicht in der Literatur dokumentiert ist allerdings der Anstieg der Transkription des pro-
apoptotischen Proteins bim, welches in 3 Wochen alten Tieren 5mal öfter transkribiert wird 
als zum Embryonaltag 10.  
Bei der Analyse der Transkriptionsniveaus anti-apoptotischer Proteine fiel auch in der hier 
durchgeführten Analyse der Abfall an bcl-2 auf. Dieser konnte bereits mehrfach im 
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Zusammenhang mit der Entwicklung der Bursa beschrieben werden [63, 251, 320]. 
Interessanterweise konnte ein Anstieg der Transkription des anti-apoptotischen Proteins bcl-
xL beobachtet werden (s. Tab. 5.3). Auch von anderen Gruppen wurde dies bereits gezeigt 
[264]. Dieser Befund scheint dem in der Bursa beobachteten Anstieg der Apoptose zu 
widersprechen. Allerdings betrachtet man bei dieser Art der Analyse höchst unterschiedliche 
Zellpopulationen. So setzt sich die Bursa zu Beginn dieser Befundung (ET10) zum größten 
Teil aus Epithelzellen, zum Ende allerdings hauptsächlich aus B-Zellen (ET18, Tag 1 und 
Adult) zusammen. Dies wird auch evident, wenn man den Verlauf der Transkription des B-
Zellmarkers chB6 betrachtet (s. Tab. 5.4). Im Vergleich zum ET10, an dem nur vereinzelt B-
Zellvorläufer in der Bursa zu finden sind, kommt es zu einer deutlichen Proliferation im 
Laufe der Entwicklung des Embryos. Diese bereits mittels Immunofluoreszenz und 
Durchflusszytometrie belegte Entwicklung [39, 43, 321] ließ sich nun auch auf 
Transkriptomebene zeigen.  
Bereits in früheren Arbeiten wurde die These aufgestellt, dass BAFF beim Huhn von B-Zellen 
gebildet wird [13, 304]. Dies scheint der Verlauf der Menge an chBAFF-Transkript zu 
bestätigen, da er zur Entwicklung der mRNA Abundanz des B-Zellmarker chB6 fast parallel 
verläuft (s. Tab. 5.4). Einzig an Embryonaltag 14 erscheint dieses Verhältnis verändert. Es 
könnte darauf hindeuten, dass verschiedene B-Zellentwicklungsstufen unterschiedliche 
Mengen an chBAFF transkribieren. So könnten jene B-Zellvorläufer, die um den 
Embryonaltag 10 die Bursa erreichen, höhere Mengen an chBAFF transkribieren als jene, die 
bereits eine andere Entwicklungsstufe erreicht haben. Es ist im murinen System bekannt, dass 
sich das auf der B-Zelloberfläche exprimierte BAFF-Rezeptoren Muster im Laufe der 
Entwicklung verändert [176, 183, 186, 322]. Dies konnte für das Huhn noch nicht gezeigt 
werden. Es lässt sich vermuten, dass hier eventuell die Varianz in der chBAFF Transkription 
zu Unterschieden zwischen den verschiedenen Entwicklungsstadien führt.  
Aufgrund der großen Unterschiede in den dieser Analyse zugrunde liegenden B-Zellzahlen 
war es von Interesse, eine Darstellungsform zu finden, die dieser Situation gerecht wurde. 
Wie bereits ausgeführt, ergibt sich eine positive Korrelation zwischen B-Zellzahl und der 
mRNA Abundanz des B-Zellmarkers chB6. Somit erschien es sinnvoll, die 
Expressionsniveaus der bcl-2 Familienmitglieder auf das mRNA Niveau an chB6 zu 
beziehen. Die sich nun ergebenden, auf chB6 bezogenen Niveaus stellen Werte dar, die den 
unterschiedlichen zugrunde liegenden B-Zellzahlen Rechnung tragen.   
Auf die Menge an chB6 Transkript bezogen, fällt auf, dass sich das Niveau an bok-Transkript 
konstant verhält. Stieg es auf die Gesamtbursa bezogen an (s. Tab. 5.3), so lässt sich dieser 
Diskussion  94 
 
Befund nun relativieren (s. Tab. 5.5). Dafür wird nun der Abfall von bak und bim auf die B-
Zellzahl bezogen deutlich. Dies scheint dem in der Bursa beobachteten, im Zuge der 
Embryonalentwicklung zunehmendem Maß an Apoptose nicht zu entsprechen. Allerdings ist 
bei den Mitgliedern der bcl-2 Familie besonders die Interaktion zwischen pro- und anti-
apoptotischen Mitgliedern von Bedeutung. Bezieht man die mRNA-Abundanz auf den B-
Zellmarker chB6 so findet sich bei den anti-apoptotischen Mitgliedern dieser Familie, 
namentlich bcl-2 und Nr13, ein starker Abfall. Dies allein kann schon der Grund für die 
Apoptose in der Bursa sein. Desweiteren gibt es bereits Hinweise auf ein anderes Mitglied der 
pro-apoptotischen, bcl-2 ähnlichen Subgruppe, bax (bcl-2 associated X protein), welches eine 
Rolle im apoptotischen Geschehen in der Bursa zu spielen scheint [264]. Dies konnte jedoch 
bisher nur über kreuzreagierende, humane Reagentien nachgewiesen werden, da die Sequenz 
für Hühner bax noch nicht bekannt ist und dieses Protein beim Huhn noch nicht 
charakterisiert werden konnte.  
Abschließend lässt sich sagen, dass die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführte quantitative 
Betrachtung während der physiologischen Bursaentwicklung auf Transkriptomebene eine 
Ergänzung zu bereits erhobenen Befunden darstellt. Bezogen auf die bcl-2 Familienmitglieder 
lässt sich sagen, dass es anscheinend im großen Maße die Runterregulation anti-apoptotischer 
bcl-2 Familienmitglieder (bcl-2, Nr13) ist, welche mit der Zunahme des apoptotischen 
Geschehens in der Bursa einhergeht. Von besonderer Wichtigkeit bei einer Analyse der 
mRNA Abundanzen während der Bursaentwicklung erwies sich zudem eine 
Darstellungsform, welche einen Bezug zur zugrunde liegenden B-Zellzahl zulässt. 
Ausblickend würde sich zur Validierung und Ergänzung der erhobenen Befunde eine 
Betrachtung der Regulation der Proteinabundanzen der bcl-2 Familie anbieten. Einer Analyse 
auf Proteomebene müsste allerdings aufgrund des Mangels an Hühner-spezifischer Methodik 
wieder die Etablierung selbiger vorangestellt werden.  
 
6.5 Auswirkungen einer Stimulation auf die Zahl lebender B-
Zellen aus der Milz in vitro  
 
Bei der Inkubation von Hühner B-Zellen mit chBAFF fällt auf, dass sich unter dieser 
Stimulation bereits nach 24 Stunden Kultur mehr lebende B-Zellen finden lassen als in 
unbehandelten Kontrollen. Dies konnte auch im Zuge dieser Arbeit gezeigt werden (s. Abb. 
5.6). Zwar war der beobachtete Unterschied nach 24 h bzw. 48 h noch nicht signifikant, aber 
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auch in bereits publizierten Versuchen ließ sich ein signifikanter Unterschied erst nach 72h 
zeigen [13, 14]. Da Änderungen, die zu einer signifikanten Erhöhung im Überleben der Zellen 
nach 48 h führen, auf Transkriptomebene bereits vor diesem Zeitpunkt ablaufen, lag das 
Hauptaugenmerk dieser Arbeit auf den Veränderungen nach 8 h bzw. 24 h Kultur.  
Neben der chBAFF-Wirkung wurde auch die Wirkung des Apoptose-Induktors Staurosporin 
betrachtet. Wie erwartet und bereits in der Literatur beschrieben [323-325], führt eine 
Inkubation mit diesem Proteinkinase-Inhibitor zu einem deutlichen Abfall in der Zahl der 
lebenden B-Zellen (nur noch 10% der eingesetzten B-Zellen sind nach 48 h vital).  
Eine PMA- (Phorbol-Myristat-Acetat) Behandlung führt im Gegensatz dazu zu einer 
Steigerung der Zahl lebender B-Zellen im Vergleich zur Kontrolle. Dies erfolgt, wie bei 
chBAFF Inkubation, durch eine Verhinderung der Apoptose. Auch dieser Effekt ist bereits 
aus der Literatur bekannt [326, 327]. 
Die Stimulation mit dem chCD40L wiederum führte zu einer deutlichen Proliferation der B-
Zellen. Dieser nach 48 h signifikant werdende Effekt des CD40-Liganden konnte auch in 
bereits publizierten Versuchen bei Säuger [100, 328-330] und Huhn [100] gezeigt werden. 
 
6.5.1 Stimulation mit chBAFF in vitro – Veränderungen auf Transkriptom-
ebene     
 
Wie aus dem vorangehenden Unterpunkt deutlich geworden, zeigten sich die chBAFF-
stimulierten B-Zellen aus der Milz vitaler als jene aus unbehandelten Kontrollen. Es stellte 
sich die Frage, welche Änderungen der Transkription der bcl-2 Familienmitglieder zu diesem 
Bild führten. Auffällig war hierbei, dass für alle untersuchten Gene nach 8 h eine gesteigerte 
und nach 24 h eine geringere Transkription als in den unbehandelten Kontrollen zu 
beobachten war (s. Tab. 5.6).  
So wurden die anti-apoptotischen bcl-2 Familienmitglieder bcl-2, bcl-xL und Nr13 nach 24 h 
Kultur mit chBAFF seltener transkribiert als ohne Stimulation. Konnte nach 8 h Kultur mit 
chBAFF noch eine Verdopplung von bcl-2 und bcl-xL Transkript nachgewiesen werden, so 
war nach 24 h eine signifikante Reduktion von bcl-2 (8fach), Nr13 (9fach) und bcl-xL 
(13fach) gegenüber den Kontrollen zu verzeichnen. In der Literatur finden sich nur Hinweise 
auf eine Steigerung der Menge an Proteinen der anti-apoptotischen Mitglieder der bcl-2 
Familie beim Säuger [247, 249, 257], wobei dieser Anstieg auch noch nach 48 h nachweisbar 
ist. Eine mögliche Erklärung wäre, dass Änderungen auf Transkriptomebene, die sich bereits 
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nach 8 h darstellen (Steigerung der Transkription anti-apoptotischer Proteine), jene, welche 
wir noch nach 48 h auf Proteom- und Zellebene feststellen können, nach sich ziehen.   
Bei den pro-apoptotisch wirkenden bcl-2 Familienmitgliedern zeigte sich ein ähnliches Bild. 
Einem initialen Anstieg in der Transkription nach 8 h folgt ein deutlicher Abfall nach 24 h. 
Der initiale Anstieg wurde so noch nicht beschrieben, es finden sich aber bereits 
Beschreibungen der BAFF-induzierten Verringerung von bak [246] und bim Protein [295] im 
murinen System. Zwar war die beobachtete Reduktion von bim in diesem Versuch nicht 
signifikant, ihre Höhe (19fach weniger als in den Kontrollen) jedoch deutlich. Somit könnte 
die fehlende Signifikanz in der Tierzahl (n=3) begründet liegen. Die signifikante Reduktion 
von bok (8fach) und bid (7fach) wurde bisher noch nicht im Zusammenhang mit BAFF 
beschrieben.  
Auch diese Befunde sollten nach Etablierung entsprechender Analyseverfahren für das Huhn 
auf Proteomebene verifiziert werden. Weitere Einsicht in die BAFF-induzierte bim Reduktion 
könnte die Verwendung von bim spezifischer small interfering RNA (siRNA) liefern. So 
konnte bereits in humanen Zelllinien eine Verminderung der Apoptoseanfälligkeit durch bim 
siRNA erreicht werden [331, 332]. SiRNA wurde bereits auf Hühnerzellen angewandt [333, 
334] und könnte verwendet werden, um Hühnerzellen unter BAFF-Inkubation mit bim siRNA 
behandelten zu vergleichen. Ein deutlich ähnliches Verhalten der Zellen in beiden Ansätzen 
würde die Vermutung untermauern, dass der antiapoptotische BAFF-Effekt über eine bim 
Reduktion zustande kommt.  
 
6.5.2 Stimulation mit chCD40-Ligand in vitro – Veränderungen auf 
Transkriptomebene     
 
Auch das zweite in diesem Versuch verwendete Zytokin, der CD40-Ligand des Huhns, führt 
zu einer Erhöhung der Zahl lebender B-Zellen in Kultur gegenüber den Kontrollen. Wie aus 
bereits publizierten Versuchen bekannt, wird dies allerdings im Gegensatz zu der durch BAFF 
induzierten Veränderung auch beim Huhn durch eine Proliferation der B-Zellen erreicht 
[100].  
Allerdings konnten bei der für diesen Versuch zugrunde liegenden Tierzahl (n=3) keine 
signifikanten Veränderungen in den Expressionsniveaus der bcl-2 Familienmitglieder 
beobachtet werden (s. Tab. 5.7). Allerdings ist zu beachten, dass es sich bei der diesen 
Versuchen zugrunde liegenden Hühnerlinie um eine Auszuchtslinie handelt, in der es zu 
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deutlichen individuellen Unterschieden kommt. Zudem lag das Hauptaugenmerk der 
vorliegenden Arbeit auf der Erstellung einer globalen Referenz, welche ein spezifischeres, 
späteres Vorgehen ermöglichen sollte. Trotzdem entspricht das Transkriptionsmuster dem 
bereits für humane B-Zellen unter CD40L Stimulation publizierten [335]. So werden auch 
beim Huhn unter CD40L Stimulation vermehrt anti-apoptotische Proteine (bcl-xL, Nr13) 
transkribiert. Interessanterweise lässt sich auch das kontrovers anmutende, hohe 
Transkriptionsniveau des pro-apoptotischen bid (14fach erhöht) bei Huhn und Mensch unter 
CD40-Ligand Stimulation zeigen. Als Erklärungsversuch für die hohe Transkription von bid 
könnte herangezogen werden, dass das Protein bid erst durch Prozessierung (Spaltung) zum 
aktivierten tBid (‚truncated bid’) umgewandelt werden muß. Erst gespalten entfaltet es seine 
pro-apoptotische Wirkung [336]. Somit ist der Aussagewert einer hohen Transkription von 
bid gegenüber dem wirklich vorliegenden apoptotischen Geschehen gering.   
Betrachtet man die Transkription des B-Zellmarkers chB6, so scheint sich hier wiederum die 
B-Zellzahl widerzuspiegeln. So ist dieser nach 8 h 10fach und nach 24 h 2fach und mit einem 
Signifikanzniveau von 8% erhöht. Dies scheint den nach 48 h signifikant werdenden Anstieg 
in der Zahl lebender B-Zellen zu antizipieren.  
Weitere Versuche zur Validierung der erhobenen Befunde des Transkriptionsverhaltens der 
bcl-2 Familienmitglieder unter chCD40-Ligand Einfluss sollten nach Etablierung 
entsprechender Verfahren auf Proteomebene angeschlossen werden. 
 
6.5.3 Vergleich der Wirkung von chBAFF und chCD40-Ligand in vitro – 
Veränderungen auf Transkriptomebene     
 
Nun bot sich die Möglichkeit, die Veränderungen auf Transkriptomebene durch die 
Stimulation mit einem proliferativ wirkenden Zytokin (CD40L) zum einen und die mit einem 
anti-apoptotisch wirkenden Zytokin (BAFF) zum anderen zu vergleichen (s. Tab. 5.8).  
Bei diesem Vergleich wurde deutlich, dass eine Stimulation mit chCD40L im Vergleich zur 
Stimulation mit chBAFF eine Steigerung im Niveau der Transkription anti-apoptotischer 
Proteine (hier besonders bcl-xL mit einer Erhöhung um den Faktor 10 und einem 
Signifikanzniveau von 6%) induziert. Dieser Effekt des CD40-Liganden wurde bereits in der 
Literatur beschrieben [335, 337, 338].  
Desweiteren zeigt dieser Vergleich, dass eine Stimulation mit chBAFF im Gegensatz zur 
Stimulation mit chCD40L das Niveau der Transkripte der pro-apoptotischen Proteine deutlich 
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senkt. So erscheinen besonders die Proteine bak, bid und bim in mit chCD40L stimulierten 
Zellen gegenüber den chBAFF stimulierten erhöht. Dieser Effekt kommt aber nur durch den 
gewählten Vergleichswert (chBAFF) zustande. Vergleicht man die chCD40L stimulierten mit 
unbehandelten Zellen (s. Tab. 5.7), so reduziert die chCD40L Stimulation sogar das 
Transkriptionsniveau der pro-apoptotischen Proteine. Allerdings fällt diese Reduktion nicht so 
deutlich wie in chBAFF-stimulierten Zellen aus (s. Tab. 5.6). Es lässt sich vermuten, ob dies 
vielleicht mit der CD40-Ligand induzierten Aktivierung des alternativen wie auch des 
klassischen NF- B-Weg zusammenhängt [339]. So könnte vermutet werden, dass die 
Aktivierung des klassischen NF- B-Wegs eher über eine Erhöhung der anti-apoptotischen 
Mitglieder wirkt, wohingegen der alternative NF- B-Weg eher über eine Erniedrigung der 
pro-apoptotischen bcl-2 Familienmitglieder seine Wirkung entfaltet.  
Die mRNA Abundanz des B-Zellmarkers chB6, welche unter chCD40L Stimulation höher ist 
als bei chBAFF Stimulation, scheint den proliferativen Charakter der CD40L-Stimulation zu 
unterstreichen. 
 
6.6  Altersbedingte Unterschiede im Überleben von B-Zellen in 
vitro
 
  
Die bisher besprochenen Befunde wurden mittels B-Zellen aus den Milzen juveniler Tiere (6 
Wochen alt) gewonnen. Diese Tiere verfügen noch über eine funktionsfähige Bursa, und es 
können ständig neue B-Zellen in diesem Organ reifen. Mit dem Erreichen der 
Geschlechtsreife und der zeitgleichen Involution der Bursa können im Huhn keine weiteren 
B-Zellen mehr geprägt werden. Das Tier muss mit den bis zu diesem Zeitpunkt gereiften 
Zellen eine humorale Immunantwort ausführen können, die ein Überleben trotz 
Pathogenkontakt ermöglicht. Ob sich dies auch auf das Verhalten der B-Zellen auswirkt, 
wurde in vitro analysiert.  
Zu diesem Zweck wurde die Überlebensrate von B-Zellen aus den Milzen juveniler (6 
Wochen) und adulter (6 Monate) Tiere in Kultur verglichen (s. Abb. 5.10). Nach 24 h wurde 
bereits ein gesteigertes Überleben der B-Zellen adulter Tiere deutlich. Auch unter Stimulation 
blieb dieser Unterschied zwischen adulten und juvenilen Tieren bestehen. Lediglich die 
Stimulation mit CD40-Ligand führte zu einem geringeren Unterschied, der nach 48 h 
komplett aufgehoben war. Dieser Unterschied im Überleben konnte bereits bei den B-Zellen 
junger und alter Mäuse gezeigt werden [340]. Es finden sich aber auch Daten, die für eine 
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Erhöhung der Apoptose in den B-Zellen adulter Mäuse sprechen [341]. Ob es sich bei dem im 
Zuge dieser Arbeit beobachteten Effekt um eine Besonderheit des Huhns handelt oder ob 
adulte B-Zellen des Huhns wie jene der Maus geringere apoptotische Vorgänge als ihre 
jungen Äquivalente zeigen, lässt sich somit noch nicht sagen. Allerdings stellen die hier 
erhobenen Ergebnisse die ersten dieser Art für das Huhn dar.  
 
6.6.1 Stimulationsbedingte Vorgänge in adulten und juvenilen Milz-
lymphozyten - Unterschiede auf Transkriptomebene     
 
Betrachtet man nun die diesen Unterschieden in der Zahl lebender B-Zellen vorangehenden 
Änderungen in der Transkription der bcl-2 Familienmitglieder in Milzlymphozyten von 
adulten und juvenilen Tieren, so bietet sich ein hochgradig unterschiedliches Bild. Demnach 
scheint es in den Milzzellen adulter Tiere im Gegensatz zum Anstieg bei juvenilen Tieren zu 
einem Abfall in der Expression der bcl-2 Familienmitglieder unter chBAFF Stimulation zu 
kommen (s. Abb. 5.11). Signifikant wird dies nach 24 h für das Transkriptionsniveau des pro-
apoptotischen Proteins bim. Dieser Zusammenhang zwischen BAFF Stimulation und 
negativer bim Regulation wurde bereits in der Maus beschrieben [295]. Allerdings finden sich 
keine Angaben über das Alter der für diesen Versuch verwendeten Mäuse. Dass eine 
Altersangabe allerdings essentiell wäre, unterstreichen die in diesem Versuch gewonnenen 
Daten. Es konnten hier sowohl Hinweise auf die Bedeutung des Alters für das Verhalten der 
Milzlymphozyten gewonnen werden wie auch darauf, dass BAFF auch beim Huhn über eine 
negative Regulation des pro-apoptotischen Proteins bim seine anti-apoptotische Wirkung 
entfaltet. Eine Validierung dieser Befunde auf Proteomebene wie auch die bereits diskutierte 
Verwendung von bim siRNA könnten weiteren Aufschluss über die BAFF-bedingte bim 
Reduktion geben.  
Da der Effekt des gesteigerten Überlebens adulter Zellen gegenüber juvenilen bei allen 
Stimulationen (chBAFF, PMA, Staurosporine) außer bei einer Stimulation mit dem chCD40-
Liganden gegeben war, sollten nun auch jene Veränderungen, die dieses Zytokin in den 
Milzlymphozyten induziert, betrachtet werden. Durch eine Stimulation mit dem chCD40L 
konnte das Überleben der juvenilen Milzlymphozyten insoweit verändert werden, dass es dem 
der adulten Zellen fast entsprach (s. Abb. 5.10). Auf Transkriptomebene korreliert diese 
Beobachtung mit einer im Vergleich zu den Kontrollen vorliegenden geringeren Transkription 
des anti-apoptotischen Proteins bcl-xL in adulten Milzlymphozyten (7fach seltener 
Diskussion  100 
 
transkribiert, Signifikanzniveau 8%). Diese aus Abb. 5.12 hervorgehende Regulation steht 
dem in juvenilen Milzlymphozyten beobachteten und in der Literatur beschriebenen CD40L-
Effekt, namentlich der positiven Regulation von bcl-xL [337, 338, 342-344], entgegen. In der 
Maus konnte bereits gezeigt werden, dass B-Zellen alter Mäuse signifikant geringere Mengen 
an bcl-xL in Reaktion auf CD40L Stimualtion exprimieren als jene junger Mäuse [345]. Dies 
konnte nun auch beim Huhn das erste Mal dargestellt werden. 
Eine veränderte Reaktion auf chCD40L Stimulation zwischen juvenilen und adulten Hühnern 
konnte im Zuge dieser Arbeit zum ersten Mal beschrieben werden. Dieser Unterschied 
konnte, wie bereits in der Maus beschrieben, auch beim Huhn auf eine Abweichung in der 
Transkription des anti-apoptotischen bcl-2 Familienmitgliedes bcl-xL zurückgeführt werden. 
Um diese These zu untermauern, könnte eine bcl-xL Überexpression in adulten B-
Lymphozyten induziert werden und ihr Verhalten mit dem juveniler Zellen verglichen 
werden.  
 
6.7 Anwendung des RCAS Vektors zur Überexpression und 
funktionellen Inhibition von chBAFF 
 
Mit RCAS (Replication Competent ASLV long terminal repeat (LTR) with a Splice acceptor) 
steht ein System zur Verfügung, dass sich den reversen Transkriptionsmechanismus des 
aviären Rous Sarkom Viruses zunutze macht. Dieser durch Deletion des src Onkogens und 
Insertion einer ClaI Schnittstelle modifizierte Vektor hat sich bereits als nützliches Werkzeug 
für die Analyse der Embryonalentwicklung des Huhns erwiesen [346-348]. Auch für die 
dieser Arbeit zugrunde liegende Fragestellung nach den mit der beobachteten chBAFF 
Wirkung einhergehenden molekularen Vorgängen erwies er sich als Mittel der Wahl. So ist 
die Untersuchung der Auswirkung einer Überexpression von Zytokinen im Huhn ohne 
retrovirales Vektorsystem fast unmöglich. Der Produktion transgener Hühner stehen durch die 
Besonderheit der aviären Reproduktion Unwägbarkeiten entgegen, und das Zuführen der 
benötigten Zytokinmengen zu einem späteren Zeitpunkt in der Entwicklung bedeutet einen 
extremen Zeit- und Materialaufwand. Zudem erwies sich das RCAS-Vektorsystem bereits in 
früheren Versuchen als zuverlässig.  
Einer konkreten Anwendung dieses Vektorsystem musste allerdings erst eine genauere 
Charakterisierung vorangestellt werden. So liegen keine Daten über die organ- und 
gewebespezifische Transkription des RCAS-Vektors vor. Mittels eines speziell auf die 
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Verwendung von RCAS als Vektor für chBAFF abgestimmten Primerpaares war es erstmals 
möglich, die Transkription von endogenem chBAFF von jener durch RCAS induzierten zu 
unterscheiden und Daten über die Transkription in verschiedenen Geweben zu gewinnen. 
Auch die gegensätzlich orientierte, Sequenz-homologe Kontrolle (RCAS-flagChBAFF-
reverse) ließ sich mithilfe des Primerpaares nachweisen.  
Der qualitative Nachweis bewies sowohl für flagChBAFF wie auch für flagChBAFF-reverse 
eine Transkription in jedem der untersuchten Gewebe (s. Abb. 5.14). Mittels quantitativer 
PCR war es nachfolgend auch möglich, das Niveau der Transkription in den verschiedenen 
Organen und Geweben zu vergleichen (s. Abb. 5.15). So zeigte sich die größte mRNA 
Abundanz für vektoriell induziertes flagChBAFF bzw. flagChBAFF-reverse unter allen 
untersuchten Geweben im Herz. Von den Organen, welche zu den primär bzw. sekundär 
lymphatischen zählen, findet sich das höchste Maß an Transkription der Konstrukte in 
Thymus und Caecaltonsille. Dass es aber auch in der Bursa zu einer deutlichen Transkription 
kommt, zeigte bereits der qualitative Nachweis.  
In der Literatur finden sich Versuche, in denen das RCAS-Vektorsystem für organspezifische 
Fragestellungen verwendet wurde. So konnte es bereits in Herz [349], Haut [350], Muskel 
[351] und Leber [352] erfolgreich zur Überexpression diverser Proteine eingesetzt werden. 
Ein Vergleich der organspezifischen Transkription findet sich in der Literatur allerdings nicht. 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass RCAS in allen untersuchten Organen und 
Geweben exprimiert wird. Da zu diesen auch immunologisch besonders relevante Organe wie 
Bursa und Milz zählen, lässt sich das RCAS-Vektorsystem für immunologische 
Fragestellungen verwenden.  
Nach erfolgter Charakterisierung der spezifischen Transkription des RCAS-Vektors konnte er 
nunmehr für eine Überexpression bzw. funktionelle Inhibition von chBAFF eingesetzt 
werden.  
 
6.7.1 chBAFF-Überexpression im 18 Tage alten Embryo – Wirkung auf 
Transkriptomebene 
 
Nach Infektion mit einem RCAS-flagChBAFF-Konstrukt an Embryonaltag 3 wurden jeweils 
fünf Embryonen an Embryonaltag 18 die Bursen entnommen und mittels qPCR quantitativ 
ausgewertet. Desgleichen wurde mit 5 weiteren Embryonen verfahren, die zur Kontrolle der 
vektorinduzierten Veränderungen mit dem biologisch inaktiven RCAS-flagChBAFF-reverse 
Diskussion  102 
 
Konstrukt infiziert wurden. Als weitere Kontrolle fanden die Bursen von 5 unbehandelten 
Embryonen Verwendung. 
Die Verwendung zweier Kontrollen stellte sich als essentiell heraus, da der Vektor allein 
signifikante Veränderungen im Niveau der Transkription der bcl-2 Familienmitglieder zu 
induzieren vermochte. So kam es auch unter den mit dem inaktiven RCAS-flagChBAFF-
reverse infizierten Tieren zu einem Anstieg im Niveau von bid, bim und bcl-2. Letzteres 
konnte bereits im Zusammenhang mit RCAS beobachtet werden [288]. Allerdings sind diese 
Unterschiede zwischen Kontrollen und Vektor sowohl in der Literatur wie auch in der 
vorliegenden Arbeit extrem gering und im Vergleich zu den durch das huBCMA-
Vektorkonstrukt induzierten zu vernachlässigen.  
In den Bursen der mit dem aktiven RCAS-chBAFF infizierten Tiere fanden sich neben dem 
signifikanten Anstieg im Transkriptionsniveau von bcl-2, welcher auf die Vektorwirkung 
zurückzuführen ist, keine weiteren deutlichen Änderungen. Wie aus bereits publizierten 
Versuchen ersichtlich, wird chBAFF während der physiologischen Bursaentwicklung bereits 
in hohem Maße exprimiert [13, 14, 304]. Auch im Zuge dieser Arbeit konnte das hohe Maß 
der chBAFF Transkription in der Bursa gezeigt werden (s. Tab. 5.4). Somit scheint während 
der physiologischen Bursaentwicklung bereits eine gewisse Sättigung an chBAFF 
vorzuherrschen, welche eine weitere Überexpression unbedeutend erscheinen lässt.   
 
6.7.2 Funktionelle Inhibition von chBAFF im 18 Tage alten Embryo – 
Wirkung auf Transkriptomebene 
 
ChBAFF, das wie gezeigt werden konnte in hohem Maße während der Entwicklung der Bursa 
exprimiert wird, kann von dem humanen Rezeptor BCMA gebunden werden. BCMA stellt 
einen der drei BAFF-Rezeptoren dar, welche zur Familie der TNF-Rezeptoren zählen, konnte 
aber noch nicht für das Huhn beschrieben werden. Allerdings erlaubt die hohe Homologie 
zwischen humanem und chBAFF (76%) [14] die Verwendung von humanem BCMA zur 
funktionellen Inhibition von chBAFF. Mittels des RCAS-Vektorsystems war es möglich, 5 
Hühnerembryonen am Embryonaltag 3 mit einem huBMCA-Fc Konstrukt zu infizieren und 
somit schon zu einem frühen Stadium in der Embryonalentwicklung chBAFF durch Bindung 
an huBCMA biologisch zu inaktivieren. Bereits in früheren Versuchen konnte gezeigt 
werden, dass eine Behandlung mit huBCMA zu einer deutlichen Reduktion in der Zahl der 
peripheren B-Zellen und der B-Zellfollikel in der Bursa führt [13]. Auswirkungen auf das 
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Transkriptionsniveau der bcl-2 Familienmitglieder wurden bisher weder bei Hühnern noch 
vor murinem oder humanem Hintergrund analysiert.  
Zu den durch die funktionelle Inhibition von chBAFF verursachten Veränderungen auf 
Transkriptomebene zählt ein hoch signifikanter Abfall in der mRNA Abundanz des pro-
apoptotischen Proteins bok (s. Tab. 5.15). Ein Zusammenhang zwischen dem Protein bok und 
BAFF wurde bisher noch nicht dargestellt. Allerdings wurde bereits ein Anstieg von bok im 
Zuge der physiologischen Bursaentwicklung beschrieben [281]. Weiterhin verursachte die 
chBAFF Inhibition einen Abfall im Transkriptionsniveau des anti-apoptotischen Proteins bcl-
xL. Dies scheint die geringe Zahl an B-Zellen unter dem Einwirken von huBCMA zu erklären. 
Konträr hierzu mutet die in den huBCMA behandelten Bursen beobachtete Steigerung in der 
Transkription von bcl-2 an. Überaus deutlich und dem histologischen Bild entsprechend stellt 
sich die Reduktion der Transkription des B-Zellmarkers chB6 dar. Im Vergleich zu den 
unbehandelten Kontrollen wird er knapp 15mal seltener transkribiert als in den unbehandelten 
Kontrollen.  
Es stellte sich nunmehr ein Problem, welches bereits bei der physiologischen 
Bursaentwicklung evident wurde: die Vergleichbarkeit der Transkriptionsanalysen bei stark 
unterschiedlichen zugrunde liegenden Zellpopulationen. In diesem Falle die Vergleichbarkeit 
der Kontrollbursen mit einer hohen Zahl an B-Zellen und den Bursen der mit huBCMA-
behandelten Tiere, welche eine stark reduzierte Zahl an B-Zellen aufweisen. Um diesem 
Problem zu begegnen, wurde wiederum die mRNA Abundanz des B-Zellmarkers chB6 zur 
Standardisierung der qPCR Ergebnisse herangezogen.  
Das sich nun präsentierende, auf die Zahl der B-Zellen bezogene Transkriptionsmuster der 
bcl-2 Familienmitglieder ist hauptsächlich durch den starken Anstieg in den mRNA 
Abundanzen von bcl-2 (35mal) und Nr13 (19mal so oft transkribiert wie in den Kontrollen) 
gekennzeichnet (s. Tab. 5.18). Anscheinend handelt es sich bei den unter huBCMA Wirkung 
vorhandenen B-Zellen um eine Subgruppe, die mittels hoher Transkription der anti-
apoptotischen Proteine bcl-2 und Nr13 das Fehlen der chBAFF Stimulation kompensiert. 
Auch kommt es in diesen Zellen zu einer erhöhten Produktion von chBAFF (13fach erhöht). 
Dies könnte ebenfalls auf einen kompensatorischen Effekt zurückzuführen sein. Mit bid wird 
auch ein pro-apoptotisch wirkendes Protein in diesen B-Zellen stärker transkribiert als in den 
Kontrollen. Allerdings liegt diese Transkription mit einer knapp 11fachen Erhöhung deutlich 
unter den bei den anti-apoptotischen bcl-2 Familienmitgliedern beobachteten Effekten. 
Eine Validierung der aufgestellten These des Überlebens einer B-Zellsubpopulation unter 
huBCMA-Einfluß aufgrund einer gesteigerten Transkription anti-apoptotischer bcl-2 
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Familienmitglieder ließe sich ebenfalls unter Verwendung des RCAS-Systems erreichen. So 
wäre es von Interesse, ob eine RCAS-induzierte Überexpression von bcl-2 oder Nr13 einer 
BCMA-bedingten B-Zellreduktion entgegenwirken könnte. 
 
Abschließend lässt sich sagen, dass es im Zuge dieser Arbeit möglich war, neue Hühner-
spezifische Methodik zur Apoptose- und B-Zellanalyse zu etablieren. Dem vorausgehend 
konnte die Notwendigkeit der Verwendung jener Verfahren dargestellt werden. Mithilfe 
dieser Techniken war es nun möglich, Ansatzpunkte für sich anschließende Arbeiten zu 
schaffen. So konnten erstmals Änderungen in den Transkriptionsniveaus der bcl-2 
Familienmitglieder während der Organogenese der Bursa auf die zugrunde liegende B-
Zellzahl bezogen werden. Es konnten im Zuge dessen Kandidatengene charakterisiert werden, 
deren weitere Betrachtung auf Proteomebene notwendig ist.  
Zudem konnte, wie bereits in der Maus beschrieben, auch für das Huhn ein deutlicher 
Zusammenhang zwischen BAFF-Stimulation und bim Reduktion in vitro gezeigt werden. 
Hierbei zeigten sich altersbedingte Unterschiede im Verhalten der B-Lymphozyten, die so 
beim Huhn noch nicht beschrieben wurden. Auch unter chCD40-Ligand Stimulation ließ sich 
dies beobachten und mit dem Transkriptionsniveau von bcl-xL in Zusammenhang bringen. 
Auch in vivo konnte die Bedeutung des Zytokins chBAFF für das Überleben der B-
Lymphozyten durch einen funktionellen knock-down gezeigt werden. Eine Validierung der 
erhobenen Befunde muss nach Etablierung entsprechender Nachweismethoden für das Huhn 
auf Proteomebene folgen. 
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7 Zusammenfassung 
 
Das Zytokin BAFF (B-Zell aktivierender Faktor der Tumornekrosefaktorfamilie) wurde als 
wichtiger Regulator der B-Zell-Homöostase beim Huhn beschrieben. Neben der Regulation 
der peripheren B-Zellen in den sekundär-lymphatischen Organen scheint es beim Huhn auch 
die Entwicklung unreifer B-Zellen in der Bursa fabricii wesentlich zu beeinflussen. 
Vorausgegangene Arbeiten haben gezeigt, dass BAFF das Überleben dieser Lymphozyten 
sowohl in vitro als auch in vivo beeinflusst. Die molekularen Mechanismen dieses Effekts 
sind aber bisher beim Huhn ungeklärt. Für B-Zellen von Mensch und Maus konnte dagegen 
bereits gezeigt werden, dass bestimmte Mitglieder der bcl-2 Familie den anti-apoptotischen 
Effekt von BAFF vermitteln. In dieser Arbeit sollten daher bcl-2 Familienmitglieder des 
Huhns identifiziert und deren Regulation durch BAFF auf der Ebene der Transkription 
untersucht werden.  
Mit Hilfe der RT-PCR wurde die Expression der nachfolgend genannten Gene in Bursa, Milz 
und Herz untersucht. Sowohl die anti-apoptotischen Mitglieder der bcl-2 Familie wie bcl-2, 
bcl-xL und Nr13, als auch die pro-apoptotischen wie bak, bid, bim und bok ließen sich zu 
allen untersuchten Zeitpunkten in den genannten Organen nachweisen.   
Für die weiterführenden Arbeiten wurden daher quantitative RT-PCR Assays zum Nachweis 
unterschiedlicher Transkriptabundanzen sowohl für die anti-apoptotischen Mitglieder der bcl-
2 Familie wie bcl-2, bcl-xL und Nr13, und die pro-apoptotischen wie bak, bid, bim und bok, 
als auch für den B-Zellmarker chB6 und chBAFF etabliert. Während der Entwicklung der 
Bursa fabricii kommt es zu einem deutlichen Anstieg in der Transkription des pro-
apoptotischen bok, einem leichten Anstieg in der Menge an Transkript des anti-apoptotischen 
bcl-xL und einem Abfall an bcl-2 mRNA. Da es im Verlauf der Bursareifung zu einer starken 
Vermehrung der B-Zellen kommt, wurde eine Methode etabliert, die es ermöglicht, die 
beobachteten Expressionsunterschiede auf die B-Zellzahl zu beziehen. Hierzu diente als 
Parameter das Expressionsniveau des B-zellspezifischen Gens chB6. Dabei zeigte sich, dass 
sowohl pro-apoptotische Proteine wie bak und bim, als auch anti-apoptotische wie bcl-2 und 
Nr13 eine deutliche Reduktion ihrer mRNA Abundanz im Bezug auf die B-Zellzahl 
aufweisen. Die Konzentration an bok mRNA scheint hingegen in den B-Zellen konstant zu 
bleiben.   
Erste Analysen der BAFF-Wirkung wurden in vitro an isolierten Milzlymphoyzten 
durchgeführt. Der anti-apoptotische Effekt einer BAFF-Stimulation konnte auch in diesen 
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Versuchen bestätigt werden. Auf Transkriptomebene korrelierter dieser mit einer Reduktion 
in der Transkription des pro-apoptotisch wirkenden Gens bim.  
Vergleichend wurde in diesen Untersuchungen auch die Wirkung des CD40-Liganden, eines 
weiteren B-zellspezifischen Zytokins, verwand. Eine Stimulation der Milzzellen führte zu 
einer bereits beschriebenen Proliferation der B-Zellen. Besonders auffällig war hierbei ein 
Unterschied im Verhalten der B-Lmphozyten adulter und juveniler Tiere. So reagierten die 
Zellen letzterer mit einer höheren Steigerung der Transkription des anti-apoptotischen Gens 
bcl-xL als die adulter Tiere.  
 
Abschließend sollte die Wirkung des Zytokins BAFF in der Bursaentwicklung auch in einem 
in vivo Versuch analysiert werden. Mithilfe eines retroviralen Vektorsystems, des RCAS-
Vektors, wurde sowohl eine BAFF-Überexpression als auch eine funktionelle Inhibition 
durch Überexpression eines spezifischen löslichen Rezeptors (BCMA) erreicht. Die 
Überexpression von BAFF führte nur zu geringen Änderungen in den B-Zellzahlen in den 
Bursen. Wahrscheinlich  führen die schon unter physiologischen Bedingungen hohen BAFF-
Spiegel  zu einer maximalen Wirkung, die durch die Überexpression nicht signifikant 
gesteigert werden kann. Dagegen bewirkte die Neutralisation des Zytokins eine Reduktion der 
B-Zellzahlen, die sich auch in deutlichen Veränderungen der Transkriptabundanzen der bcl-2 
Familienmitglieder widerspiegelte. Auch in diesen Versuchen erwies sich ein Bezug der 
Messergebnisse auf die B-Zellzahlen als notwendig. Somit war es möglich, Kandidatengene 
für ein BAFF-unabhängiges Überleben von B-Lymphozyten zu charakterisieren. Es konnte in 
den unter BCMA-Einwirkung stehenden B-Zellen eine im Vergleich zu Kontrollzellen 
signifikant erhöhte Menge an Transkript der anti-apoptotischen Proteine bcl-2 und Nr13 
gezeigt werden. Für Nr13 wurde somit zum ersten Mal eine zytokinabhängige Regulation 
aufgezeigt.  
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8 Summary 
 
Effect of B-cell activating factor of the tumor necrosis factor family (BAFF) on the 
expression of pro- and anti-apoptotic bcl-2 family members in chicken B cells 
 
The recently discovered chicken cytokine BAFF (B-cell activating factor of the tumor 
necrosis factor family) was characterised as an important regulator of chicken B-cell 
homeostasis. Besides regulating B-cells in secondary lymphatic organs BAFF seems to have a 
significant impact on chicken B-cell development in the Bursa of Fabricius, too. Past studies 
already showed that chicken BAFF plays a vital role in the survival of B-cells both in vitro 
and in vivo. Yet molecular correlation for this effect has still to be established in the chicken. 
In mouse and man, the antiapoptotic effect of BAFF was linked to a regulation of certain bcl-
2 family members. Thus this study focused on the identification of bcl-2 family members in 
the chicken and their regulation by BAFF at transcriptional level.  
By means of RT-PCR the expression of both anti-apoptotic (e.g. bcl-2, bcl-xL and Nr13) as 
well as pro-apoptotic (e.g. bak, bid, bim and bok) transcripts was shown in bursa, spleen and 
heart muscle at various developmental stages. 
To enable further studies quantitative RT-PCR assays were established for both anti-apoptotic 
(e.g. bcl-2, bcl-xL and Nr13) and pro-apoptotic (e.g. bak, bid, bim and bok) bcl-2 family 
members as well as for the B-cell specific marker chB6 and chBAFF. During bursal 
development, transcripts for pro-apoptotic bok and anti-apoptotic bcl-xL are increased while 
the level of bcl-2 mRNA is decreased. Considering the vast raise in B-cell number within the 
developing bursa, a means of correlating this with characterised changes in transcription 
levels had to be established. This was done based on expression levels of the B-cell marker 
chB6. Thus it could be shown that transcription of both anti-apoptotic genes like bcl-2 and 
Nr13 and pro-apoptotic genes such as bak and bim were decreased based on the amount of B-
cell. In contrast, levels of bok transcript remained unchanged in B-cells during bursal 
development. 
Isolated lymphocytes taken from the spleen were used for inital studies on the impact of 
BAFF in vitro. In agreement with published data, the anti-apoptotic effect of BAFF could be 
demonstrated in this study, too. At transcriptional level, this was linked to a decrease in the 
transcription of pro-apoptotic bim. In contrast, incubation of spleen cells with chicken CD40-
ligand resulted in the vast proliferation of B-cells from both juvenile and mature birds. 
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However, age-related differences in the survival of lymphocytes were observed in this study, 
which correlated with a lower increase of anti-apoptotic bcl-xL in mature cells than in juvenile 
in response to CD40-ligand stimulation. 
To further analyse the effect of BAFF on bursal B-cell development in vivo a previously 
published retroviral vector system (RCAS) was utilized. Both the effect of overexpression of 
BAFF as well as its neutralization using a soluble decoy receptor (BCMA) were characterised 
at transcriptional level. Overexpressing BAFF led to insignificant changes during the 
development of the bursa. Since BAFF is expressed at high levels during all stages of bursal 
development, gene overexpression may not exert additional effects. Neutralization of BAFF 
on the other hand caused distinct changes among bcl-2 family members at the transcriptional 
level. It again proofed necessary to correlate these changes with B-cell numbers represented 
by the level of chB6 transcription. By this method genes highly expressed within the 
remaining B-cell population were characterised. Anti-apoptotic bcl-2 along with Nr13 was 
shown to be significantly increased in comparison to control cells.       
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Anhang 
 
A) Verwendete Chemikalien und Reagenzien 
 
Die Bezugsquellen wurden als Hochzahlen entsprechend nachfolgender Tabelle in Kapitel 4, 
Material und Methoden integriert. 
 
1  AppliChem, Darmstadt 
2 Amersham Pharmacia, Freiburg 
3  Ratiopharm, Ulm 
4  Biochrom, Berlin 
5  Sigma, Deisenhofen 
6  Fluka, Buchs, Schweiz 
7  Invitrogen, Karlsruhe 
8  Merck, Darmstadt 
9 Fermentas GmbH, St. Leon-Rot  
10  Roche Diagnostics, Mannheim 
11 Solis BioDyne, Tartur, Estland   
 12 Cambrex, Nottingham, Großbritannien 
 13 Qiagen, Hilden 
 14 Jackson, Newmarket-Suffolk, Großbritannien 
 15 SBA, Birmingham, Alabama, USA 
 16 NUNC, Roskilde, Dänemark 
 17 Fluka, Buchs, Schweiz 
 18 Caltag Laboratories, Inc., Burlingame, Kalifornien, USA 
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B) Geräte in alphabetischer Reihenfolge 
 
 
Gerät Bezeichnung Herstellerfirma 
Bioanalyzer 
Agilent 2100 Bioanalyzer 
Software: Bioanalyzer 2100 
Expert 
Agilent Technologies Sales 
& Services GmbH & Co. 
KG, Waldbronn 
Brutschrank CO2-Auto-Zero 
Heraeus Instruments, 
München 
Durchflusszytometer 
FACScan 
Software: CellQuest, 
FlowJo 7.8 
Becton Dickinson, 
Heidelberg 
ELISA-Washer Tecan M8/4R Columbus plus SLT Labinstruments, Crailsheim 
Gel Dokumentation Gel Doc 2000 Software: Quantity One 4.1.1 BioRad, München 
Hybridisierungsschrank BFD WTB Binder, Tuttlingen 
Mikroskop Leica DMR Leica, Bensheim 
Mikrozentrifuge Centrifuge 5415R Eppendorf, Köln 
Photometer Biophotometer Eppendorf, Köln 
Photometer Küvette Spectrophotometer Quartz-Küvette Sigma, Deisenhofen 
Platten-Photometer Sunrise-Remote Tecan, Crailsheim 
qPCR Cycler qPCR 7300 RealTime PCR System 
Applied Biosystems, Foster 
City, Kalifornien, USA 
Schleifwerkzeug Dremel MultiPro Dremel Deutschland, Leinfelden-Echterdingen 
Schüttler Kombischüttler KL-2 Johanna-Otto GmbH, Hechingen 
Stereomikroskop Olympus SZ61 Olympus Deutschland GmbH, Hamburg 
Sterile Werkbank Microflow Nunc, Wiesbaden 
Thermocycler Biometra, TRIO Heated Lid Biotron, Göttingen 
Zählkammer Modifizierte Zählkammer 
nach Neubauer Brand, Wertheim 
Zentrifuge Sigma 4K15C Sigma, Deisenhofen 
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